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 3
La sidra se define como la bebida resultante de la fermentación alcohólica total o 
parcial del mosto de manzana. Bajo este término se agrupan una serie de productos que 
pueden ser muy diferentes desde el punto de vista analítico y organoléptico según los 
países productores. En este sentido, la mayor parte de la sidra elaborada en el País Vasco 
pertenece al tipo denominado como “sidra natural” (B.O.E. 28/8/79), y según la 
reglamentación sanitaria es elaborada mediante prácticas enológicas tradicionales, sin 
adición de azúcares ni gas carbónico y cuya graduación alcohólica debe ser superior a 
4,5%. 
 
Durante los últimos 15 años, el sector sidrero gipuzkoano ha introducido muchas 
mejoras en el proceso de elaboración, tales como la instalación de túneles de lavado de 
manzana y sistemas de prensado de ciclo rápido así como el uso de recipientes de acero 
inoxidable. Paralelo a ello, la producción de sidra natural está adquiriendo progresivamente 
mayor relevancia económica, lo que se demuestra con el paulatino incremento de la 
producción de sidra natural registrado en Gipuzkoa entre los años 1987 y 2007, en los que 
la producción ha pasado de los 7-8 millones de litros/año en 1987 (Uria, 1987) a los 12,5 
millones de litros en la cosecha 2007 (www.argia.com/sagardoa/historia-5.htm). En 
Bizkaia la producción actual, también en progresivo aumento, se estima en torno a los 300 
mil litros/año. Además, uno de los objetivos actuales del sector sidrero gipuzkoano reside 
en la obtención de un distintivo de calidad para la bebida, por lo que se está estudiando la 
posibilidad de crear una Denominación de Origen Protegida. 
 
Sin embargo, para conseguir este distintivo de calidad el sector sidrero gipuzkoano 
se enfrenta a diversos retos. Uno de los principales es la escasez de manzana sidrera 
autóctona, ya que la producción local no es suficiente para abastecer las necesidades del 
sector. Por ello, una gran parte de la manzana empleada, que puede llegar a ser superior al 
60% de la demanda, se obtiene de otras zonas de producción con los inconvenientes que 
ello conlleva con respecto al control de calidad de la materia prima y de la disponibilidad 
de variedades de manzana adecuadas.  
 
Otro problema es la falta de estabilidad de la sidra embotellada debido a que, en 
general, no se realizan tratamientos de estabilización microbiológica. Por ello, tras la 
fermentación maloláctica, las bacterias lácticas se convierten en la microbiota principal y 
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en estas condiciones pueden metabolizar las fuentes carbonadas residuales y producir 
alteraciones, como la acetificación, el ahilado y el amargor o picado acroléico, generando 
pérdidas económicas importantes en el sector sidrero. La mejora de la calidad de la sidra 
implica el conocimiento de los agentes que provocan estas alteraciones y de los factores 
que pueden contribuir a su desarrollo, información que a su vez nos indicará la forma de 
evitar su aparición.  
 
Algunas de estas alteraciones como la acetificación y el ahilado han sido estudiadas 
con anterioridad. Sin embargo, entre las sidras rechazadas por el consumidor se encuentran 
aquellas que tienen sabores muy amargos y que, según información previa, han sido 
atribuidos a compuestos originados por la unión de polifenoles a la acroleína. Algunas 
bacterias lácticas metabolizan el glicerol y producen 3-hidroxipropionaldehído, precursor 
de la acroleína. Por ello, en el marco de la presente Tesis Doctoral se ha estudiado la 
microbiota láctica implicada en el desarrollo de esta alteración en la sidra.  
 
Por otra parte y en el marco de las políticas de seguridad alimentaria, en este trabajo 
se ha abordado la producción de aminas biógenas, aspecto que todavía no había sido 
estudiado en la sidra natural. Estos compuestos, cuya síntesis ha sido atribuida al 
metabolismo de bacterias lácticas, pueden ejercer efectos tóxicos en individuos sensibles 
y/o si son ingeridos a través de alimentos y/o bebidas fermentadas en cantidades 
suficientes. Las bacterias lácticas realizan un papel esencial durante la elaboración de la 
sidra, lo que la convierte en un producto susceptible a la producción de aminas biógenas. 
Con el objetivo de conocer en profundidad el origen de estos compuestos en la sidra, en la 
presente investigación se ha determinado el contenido de estas aminas en sidra natural del 
País Vasco, tanto en su etapa de comercialización como durante la elaboración industrial, y 
se han identificado las bacterias lácticas productoras. 
 
Con respecto a la alteración del ahilado, ésta es provocada por ciertas cepas de 
bacterias lácticas que producen exopolisacáridos. Esta propiedad, que en la elaboración de 
vinos y sidras resulta perjudicial para la bebida, ha despertado sin embargo gran interés en 
la industria alimentaria. En la actualidad algunas de estas cepas se utilizan como cultivos 
iniciadores o coadyuvantes, ya que mejoran la textura, palatabilidad y estabilidad del 
presentAción del temA y objetivos
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producto. Además, se ha descrito que varias cepas de bacterias lácticas y sus 
exopolisacáridos pueden presentar efectos beneficiosos para la salud del consumidor. 
 
En el caso de la sidra, algunas de las bacterias responsables del ahilado son 
productoras de (1,3)-β-D-glucanos, polisacáridos que han sido ampliamente estudiados, 
tanto por su capacidad gelificante, como por ejercer efectos beneficiosos sobre la salud 
humana y animal. En consecuencia, estas bacterias podrían ser utilizadas para la 
elaboración de alimentos funcionales. En esta línea, resultados previos con la cepa 
Pediococcus parvulus 2.6, aislada de sidra y productora de un (1,3)(1,2)-β-D-glucano, 
indican que posee potencial como probiótico y además, su polisacárido tiene capacidad 
bioespesante. En consecuencia, uno de los objetivos de este trabajo ha sido la búsqueda y 
selección de nuevas cepas productoras de β-glucanos y análisis posterior de su potencial 
probiótico. 
 
En resumen, teniendo en cuenta estos antecedentes los objetivos generales de la 
presente Tesis Doctoral han sido: A) Estudio de la microbiota implicada en la alteración 
del picado acroléico o amargor en sidra natural del País Vasco (Capítulo 2), B) Evaluación 
de la presencia de aminas biógenas y su microbiota responsable en sidra natural del País 
Vasco (Capítulo 3) y C) Detección y selección de cepas productoras de (1,3)(1,2)-β-D-
glucanos aisladas de sidra natural, y análisis de su potencial probiótico (Capítulo 4).  
 
Para la consecución de estos objetivos, se han realizado los siguientes estudios: 
 
1- Detección e identificación de cepas de bacterias lácticas responsables del 
amargor en sidra natural del País Vasco. 
 
2- Análisis de la influencia de diferentes factores (concentración de azúcares, pH 
y temperatura) en la producción y acumulación de 3-hidroxipropinaldehído 
por una cepa de Lactobacillus collinoides. 
 
3- Determinación del contenido de aminas biógenas en sidra natural 
comercializada y de los factores relacionados con su presencia durante el 
proceso de elaboración industrial de la sidra natural. 
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4- Detección de cepas productoras de aminas biógenas en bacterias lácticas 
aisladas de sidra natural. 
 
5- Detección, identificación y selección de bacterias lácticas productoras de 
(1,3)(1,2)-β-D-glucanos y caracterización de sus exopolisacáridos.  
 
6- Evaluación del potencial probiótico de las cepas seleccionadas previamente 
mediante el análisis de su tolerancia al estrés gastrointestinal, capacidad de 
adhesión a células Caco-2 y actividad inmunoestimuladora. 
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1.1. ELABORACIÓN DE SIDRA NATURAL 
 
El proceso de elaboración de la sidra natural se inicia con la mezcla de distintas 
variedades de manzana de sidra, proceso que comienza a principios de octubre y se alarga 
hasta mediados de noviembre, cuando se recogen las variedades de manzana más      
tardías. Éstas se pueden dividir, atendiendo al contenido en azúcares y compuestos 
fenólicos, en cuatro grandes grupos: dulces, ácidas, dulce-amargas y ácido-amargas. 
Mediante el programa de Fomento de la Pomología, la Diputación Foral de Gipuzkoa 
(Dpto. de Agricultura) ha recuperado y seleccionado varias variedades de manzana   
sidrera y entre ellas la Asociación de Sidra Natural de Gipuzkoa recomienda las  
siguientes: Aritza, Patzolua, Errezila, Txakala, Gezamina, Udare marroi, Goikoetxea, 
Urdin, Manttoni, Urtebi handi, Moko, Urtebi txiki, Mozolua y Verde agria 
(www.sagardotegiak.com/sagardogintza/sagarbarietateak).  
 
Para la obtención del mosto, la manzana es lavada y troceada mediante trituradoras 
de cilindros perfilados. La pulpa obtenida se deposita en la prensa y se acostumbra             
a que macere en contacto con el aire durante un periodo de 5 a 20 horas, antes de  realizar 
el prensado. Para este proceso se utilizan dos tipos de prensas, la tradicional, que es una 
prensa discontinua de cajón, o la de membrana. Esta última se ha impuesto en los      
últimos años, ya que además de facilitar el trabajo del productor, presenta ciclos de 
prensado más rápidos. El rendimiento en mosto varía entre el 50 y 70% en función a la 
variedad y punto de maduración de la manzana (www.sagardotegiak.com/sagardogintza/; 
www.sagardoa.com). 
 
Una vez obtenido el mosto de manzana, se transfiere directamente a los depósitos de 
fermentación. Para este fin, en la actualidad, además de los depósitos de acero inoxidable y 
de poliéster, se siguen utilizando las cubas de madera. Generalmente, los mostos no sufren 
ningún tipo de tratamiento (sulfitado, desfangado o filtrado) previo a las fermentaciones 
alcohólica y maloláctica. Éstas se desarrollan simultáneamente y de forma espontánea sin 
necesidad de añadir cultivos iniciadores de levaduras o bacterias lácticas, gracias a la 
microbiota endógena procedente tanto de la manzana como del equipamiento de bodega 
(Dueñas et al., 1994). La adición de levadura seca activa sólo se utiliza cuando ocurre una 
parada de fermentación.  
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Tras ambas fermentaciones, sigue un periodo de maduración de varios meses y a 
continuación la sidra se embotella sin ningún tipo de tratamiento de estabilización 
microbiológica, por lo que la sidra natural del País Vasco se presenta turbia y con mucho 
depósito. La microbiota dominante está constituida por bacterias lácticas (BAL), tanto 
durante el periodo de maduración como tras el embotellado, las cuales pueden metabolizar 
fuentes carbonadas residuales (fructosa, glicerol, ácido láctico, etc) y producir diferentes 
alteraciones que disminuyen la calidad de la bebida. Entre las alteraciones más frecuentes 
producidas por la población láctica se encuentran la acetificación (Dueñas et al., 1994), el 
ahilado (Dueñas et al., 1995; Fernández et al., 1996) y el picado acroléico o amargor 
(Garai-Ibabe et al., 2008), por orden de importancia.  
 
 
1.2. LAS BACTERIAS LÁCTICAS EN LA ELABORACIÓN DE SIDRA 
 
Las bacterias lácticas engloban un grupo de microorganismos unidos por un 
conjunto de características morfológicas y fisiológicas. Son bacterias Gram-positivas, en 
forma de cocos, bacilos o coco-bacilos, inmóviles, anaerobias aerotolerantes, no 
esporuladas, catalasa negativas y desprovistas de citocromos. En consecuencia, presentan 
un metabolismo estrictamente fermentativo, sintetizando ácido láctico como principal 
producto de la fermentación de carbohidratos (Axelsson, 2004). Por otro lado, son 
microorganismos nutricionalmente exigentes por lo que requieren de una gran cantidad de 
factores nutritivos para su crecimiento, tales como aminoácidos, bases nitrogenadas y 
vitaminas.  
 
El término “bacteria láctica” está íntimamente asociado con bacterias implicadas en 
la fermentación de alimentos y piensos, incluyendo bacterias normalmente asociadas con 
superficies mucosas de humanos y animales. Los principales géneros implicados en 
tecnología alimentaria son: Aerococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Oenococcus, 
Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Carnobacterium, 
Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella. El género Bifidobacterium, a menudo 
considerado como bacteria láctica por compartir muchas de sus características típicas, no 
están relacionados filogenéticamente y presenta un único modo de fermentación de 
azúcares (Axelsson, 2004). 
 
1. introducción generAl
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Con respecto a la microbiota láctica implicada en la elaboración de la sidra natural 
del País Vasco, la población predominante es heterofermentativa y constituida 
principalmente por las especies Lactobacillus brevis y Oenococcus oeni (Dueñas et al., 
1994), las cuales se aíslan a lo largo de todo el proceso de elaboración (mosto, 
fermentación alcohólica, maduración y sidra embotellada). Además, se han aislado otros 
lactobacilos heterofermentativos en sidras ahiladas, tales como L. diolivorans, L. 
collinoides y L. suebicus capaces de producir exopolisacáridos (Werning et al., 2006). Por 
otra lado, las especies homofermentativas constituyen una población bastante minoritaria y 
están representadas por L. mali y L. plantarum, las cuales se aíslan principalmente en el 
mosto y en las primeras etapas de la fermentación alcohólica. Las especies del género 
Pediococcus, también homofermentativas, han sido raramente encontradas (Dueñas et al., 
1994) y en las sidras vascas, P. damnosus, (posteriormente reclasificado como P. parvulus) 
se ha asociado también con la alteración del ahilado (Fernández et al., 1996).  
 
A continuación se destacan aquellos aspectos del metabolismo de las bacterias 
lácticas (BAL) que inciden en el proceso de fermentación y calidad de la sidra natural. 
 
 
1.2.1. Influencia del metabolismo de las bacterias lácticas en la 
composición de la sidra 
 
Las bacterias lácticas pueden utilizar para su crecimiento una gran cantidad de 
sustratos presentes en los mostos de manzana, tales como azúcares, ácidos orgánicos, 
glicerol y algunos aminoácidos, dando lugar a productos de interés organoléptico, aunque 
también pueden ser el origen de diversas alteraciones de la sidra. 
 
 
1.2.1.1. Metabolismo de azúcares 
 
Los azúcares constituyen la principal fuente de carbono y energía para las bacterias 
lácticas y son catabolizados por vía fermentativa acoplada a la fosforilación a nivel de 
sustrato. Los principales azúcares del mosto de manzana son la fructosa, del orden del 6% 
(p/v), la glucosa 1,5-2% (p/v) y la sacarosa 1% (p/v). Además, se encuentran pequeñas 
cantidades de polioles, entre los que destaca el sorbitol (0,04%, p/v), y pentosas, como la 
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xilosa (0,05%, p/v) (Beech y Carr, 1977). En la sidra natural sólo se encuentran cantidades 
residuales de los azúcares mayoritarios en la manzana, en especial, fructosa (<1 g L-1). Con 
respecto al sorbitol, éste no es fermentado por las levaduras y por ello se encuentra en 
general en la sidra en cantidades de entre 4-7 g L-1 (Picinelli et al., 2000), aunque podría 
ser utilizado por bacterias lácticas tales como L. plantarum y L. casei (Carr y Davies, 1970; 
Carr y Whiting, 1971).  
 
La fermentación de hexosas por bacterias lácticas puede ser realizada según dos 
rutas principales: A) Vía de la glicólisis (ruta de Embden-Meyerhof-Parnas) o 
fermentación homoláctica (Figura 1.1 A), caracterizada por la formación de ácido láctico 
como producto único de la fermentación. Esta ruta está presente en todas las bacterias 
lácticas, excepto en Leuconostoc, Weissella, Oenococcus y en Lactobacillus del grupo III 
(Axelsson, 2004). B) Vía de la 6-fosfogluconato/fosfocetolasa o fermentación heteroláctica 
(Figura 1.1 B). Esta ruta se inicia con una deshidrogenación de glucosa-6-fosfato a 6-
fosfogluconato, descarboxilación posterior a ribulosa-5-fosfato e isomerización de ésta a 
xilulosa-5-fosfato. Posteriormente, esta pentosa se escinde mediante una fosfocetolasa para 
dar gliceraldehído-3-fosfato (GAP) y acetil-fosfato. El GAP se metaboliza por la vía 
glicolítica obteniéndose ácido láctico. El acetil-fosfato se reduce a etanol vía acetil-CoA y 
acetaldehído. En presencia de aceptores de electrones alternativos al acetaldehído, tales 
como fructosa, citrato, glicerol u oxígeno molecular, el acetil-fosfato se transforma en 
acetato. Por ello, la presencia en la sidra de cepas de BAL con esta ruta metabólica 
contribuirá a la acetificación de la bebida (Dueñas et al., 1994). 
 
Las bacterias lácticas se clasifican como homofermentativas, cuando degradan la 
glucosa a través de la vía glicolítica, y heterofermentativas si lo hacen por la ruta de la 6-
fosfogluconato/fosfocetolasa. Sin embargo, en ocasiones la glicólisis puede dar lugar a una 
fermentación heteroláctica, si el piruvato se transforma en lactato y otros productos tales 
como acetato, formiato o etanol, mediante el sistema piruvato-formiato liasa, o en 
diacetilo, acetoína/2,3-butanodiol, por la ruta diacetilo/acetoína. Por otro lado, se 
denominan heterofermentativas facultativas, aquellas BAL homofermentativas que son 
capaces de consumir las pentosas a través de la segunda parte de la ruta 6-
fosfogluconato/fosfocetolasa, donde se forman cantidades equimolares de ácido láctico y 
acético. 
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Figura 1.1. (A) Fermentación homoláctica de la glucosa. 1, hexoquinasa; 2, glucosa-fosfato-
isomerasa; 3, fosfofructoquinasa; 4, fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa; 5, gliceraldehído-3-
fosfato deshidrogenasa; 6, 3-fosfo-glicerato quinasa; 7, fosfoglicerato mutasa; 8, enolasa; 9, 
piruvato quinasa; 10, lactato deshidrogenasa. (B) Fermentación heteroláctica de la glucosa. 1, 
hexoquinasa; 2, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa; 3, 6-fosfo-gluconato deshidrogenasa; 4, 
ribulosa-3-fosfato epimerasa; 5, fosfocetolasa; 6, acetaldehído deshidrogenasa; 7, alcohol 
deshidrogenasa; 8, piruvato quinasa; 9, lactato deshidrogenasa; 10, acetato quinasa. 
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1.2.1.2. Metabolismo de ácidos orgánicos 
 
Las bacterias lácticas son capaces de metabolizar los principales ácidos orgánicos 
presentes en los mostos de manzana. Algunos de estos ácidos provienen directamente de la 
manzana mientras que otros son producidos por levaduras, bacterias acéticas o las propias 
BAL. El principal ácido orgánico presente en los mostos es el ácido málico cuyo contenido 
varía entre 0,3-0,7% (p/v) en manzana sidrera del País Vasco y Asturias. El siguiente ácido 
en importancia cuantitativa es el ácido quínico, cuyo contenido varía ampliamente entre las 
variedades de manzana, en cantidades comprendidas entre 0,03-0,39% (p/v), y en menor 
medida el ácido cítrico (Beech y Carr, 1977; Blanco-Gomis et al., 1988; Santos, 2005). En 
concentraciones mucho más bajas se encuentran el ácido siquímico, clorogénico y p-
cumarilquínico, y los ácidos galacturónico y caféico. Como consecuencia de la actividad 
microbiana durante la fermentación de los mostos aparecen otros ácidos como el pirúvico, 
L- o D-láctico, succínico, acético, glucónico o α-cetoglutarato (Whiting, 1976; Del Campo 
et al.; 2003; Del Campo et al., 2008). 
 
 
1.2.1.2.1. Metabolismo del ácido málico  
 
Como ya se ha mencionado anteriormente, la fermentación maloláctica (FML) se 
realiza espontáneamente y al mismo tiempo que la fermentación alcohólica. La FML 
consiste en la descarboxilación del ácido L-málico en ácido L-láctico y CO2 por ciertas 
especies de BAL. Esta reacción es catalizada por la enzima maloláctica, que requiere como 
cofactores NAD+ e iones divalentes, siendo el Mn2+ el más efectivo (Ribéreau-Gayon et 
al., 2006). Como consecuencia de esta fermentación, se detecta una disminución de la 
acidez y se sustituye el astringente sabor del ácido málico por otro más suave, el del ácido 
láctico.  
 
 
1.2.1.2.2. Metabolismo del ácido quínico  
 
Este ácido se metaboliza durante el almacenamiento y maduración de la sidra, una 
vez realizada la FML (Beech y Carr, 1977; Blanco-Gomis et al., 1991). Las BAL 
heterofermentativas reducen el ácido quínico a ácido dihidroquínico. En las 
homofermentativas, por su parte, la reducción continúa hasta el ácido 3,4-
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dihidroxiciclohexano-1-carboxílico (Figura 1.2) (Whiting y Coggins, 1971). El ácido 
siquímico es un intermediario de la ruta de degradación del ácido quínico por lo que es 
reducido a los mismos productos. Por otro lado, algunas especies de BAL, como L. 
plantarum, pueden oxidar el ácido siquímico a catecol (Carr y Whiting, 1971), el cual 
afecta negativamente a la calidad de la sidra.  
 
Figura 1.2. Metabolismo del ácido quínico por BAL.  
 
 
1.2.1.2.3. Metabolismo del ácido cítrico 
 
Algunas bacterias lácticas degradan el ácido cítrico (cocos heterofermentativos y 
bacilos homofermentativos). La primera etapa del metabolismo consiste en la escisión de 
la molécula de citrato por la citratoliasa, generando ácido acético y oxalacetato (Figura 
1.3). Posteriormente, el oxalacetato se descarboxila a piruvato, que es el punto de partida 
de diferentes vías metabólicas, de las cuales se pueden obtener ácido acético, ácido láctico, 
y lo que es más interesante desde el punto de vista organoléptico, diacetilo, acetoína y 2,3-
butanodiol (Figura 1.3). El primer compuesto es particularmente interesante debido a que 
aporta una nota de olor a mantequilla (Ribéreau-Gayon et al., 2006).  
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Figura 1.3. Ruta mayoritaria del metabolismo del ácido cítrico en BAL. 1, citrato liasa; 2, 
oxalacetato descarboxilasa; 3, α-acetolactato sintasa; 4, α-acetolactato descarboxilasa; 5, diacetil 
reductasa.  
 
 
1.2.1.2.4. Metabolismo del ácido láctico 
 
Las bacterias lácticas se caracterizan por producir ácido láctico a partir de diferentes 
sustratos, como carbohidratos, ácidos orgánicos y aminoácidos. Sin embargo, algunas 
estirpes BAL son capaces de utilizar el ácido láctico como fuente de energía. El 
catabolismo del lactato puede ocurrir en presencia o ausencia de oxígeno, aunque en ambos 
casos, el ácido láctico es oxidado a piruvato, el cual se transforma posteriormente en ácido 
acético, con el correspondiente aporte de energía para la célula.  
 
En presencia de oxígeno, el ácido láctico se transforma en piruvato en una reacción 
catalizada por una lactato oxidasa, sin embaro, también puede ser catalizada por una 
lactato deshidrogenasa independiente de NAD+, como en el caso de L. curvatus, L. sake, L. 
casei y L plantarum (Figura 1.4 A) (Liu, 2003). Por el contrario, en condiciones de 
anaerobiosis, la misma transformación es catalizada únicamente por una lactato 
deshidrogenasa independiente de NAD+  en cepas de L. brevis, L. buchneri y L. plantarum 
(Figura 1.4 B). En este último caso, estos lactobacilos utilizan otros aceptores de 
electrones, como por ejemplo 3-hidroxipropionaldehído (procedente de la degradación del 
glicerol), siquimato u oxalacetato.  
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Figura 1.4. Ruta propuesta para el catabolismo aeróbico (A) y anaeróbico (B) del ácido láctico. 1) 
lactato deshidrogenasa independiente de NAD+; 2) lactato oxidasa. 3-HPA,                          
3-hidroxipropionaldehído; 1,3-PDL, 1,3-propanodiol. 
 
 
1.2.1.3. Metabolismo de aminoácidos  
 
A diferencia de las levaduras, las bacterias lácticas son, generalmente, incapaces de 
utilizar las sales amoniacales como fuente de nitrógeno, por lo que necesitan de 
aminoácidos o péptidos cortos para su crecimiento (García, 1992). La cantidad de 
aminoácidos libres en mostos de manzana (entre 44 y 333 mg L-1) es mucho menor a la 
detectada en los mostos de uva, por lo que la sidra presenta un menor contenido en 
aminoácidos en comparación con los del vino (Moreno-Arribas y Polo, 2009). Los 
aminoácidos de las manzanas se dividen en dos grupos. Por un lado se encuentran el ácido 
aspártico, ácido glutámico, asparragina, serina, glutamina y α-alanina, los cuales 
constituyen el 90% de los aminoácidos totales, y por otro lado, la glicina, treonina, ácido γ-
amino butírico (GABA), fenilalanina, isoleucina, leucina, ornitina, β-alanina, lisina, 
histidina, homoserina y arginina (Blanco-Gomis et al., 1990). La concentración de 
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aminoácidos del mosto de manzana es considerablemente superior a la de la sidra. Sin 
embargo, la sidra presenta una mayor variedad de aminoácidos, siendo la serina, α-alanina 
y leucina los más abundantes (Beech y Carr, 1977). 
 
Los aminoácidos libres de los mostos tienen gran importancia, debido a que son una 
fuente de nitrógeno tanto para las levaduras, en la fermentación alcohólica, como para las 
bacterias, en la fermentación maloláctica. Como ocurre durante la elaboración del vino, en 
la primera etapa de la fermentación del mosto de manzana se consumen prácticamente la 
totalidad de los aminoácidos libres, aunque posteriormente, reaparecen en pequeñas 
cantidades debido a la excreción y autolisis de las levaduras. En el caso de la sidra, se ha 
reportado que los aminoácidos que aumentan su concentración en estos procesos son la 
leucina, lisina, arginina, fenilalanina y tirosina (Burroughs, 1957).  
 
El catabolismo de aminoácidos puede resultar de gran importancia para la calidad de 
la sidra, debido a la producción de compuestos de interés desde el punto de vista 
aromático, especialmente, aldehídos y alcoholes. Sin embargo, en determinados casos, 
algunos aminoácidos pueden dar lugar a compuestos indeseables, como las aminas 
biógenas.  
 
 
1.2.1.3.1. Producción de aminas biógenas 
 
Las aminas biógenas son bases orgánicas de bajo peso molecular con actividad 
biológica, que se encuentran de forma habitual en alimentos y bebidas fermentadas 
(Landete et al., 2007). Éstas pueden ser sintetizadas por las enzimas presentes en la materia 
prima o, lo que es más habitual, ser producidas mediante la descarboxilación de los 
correspondientes aminoácidos precursores gracias a las enzimas aminoácido 
descarboxilasas de los microorganismos presentes en alimentos (Silla-Santos, 1996) (Tabla 
1.1). En consecuencia, las aminas biógenas pueden ser detectadas tanto en alimentos 
crudos como en procesados (Ten Brink et al., 1990; Halász et al., 1994). Por otro lado, se 
ha comprobado que ciertas aminas alifáticas pueden formarse in vivo por la aminación de 
los aldehídos correspondientes (Maijala et al., 1993).  
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Tabla 1.1. Aminas biógenas, aminoácidos precursores y enzimas responsables de su 
síntesis. 
 
Amina biogéna Precursor Enzima 
Histamina Histidina Histidina descarboxilasa 
Tiramina Tirosina Tirosina descarboxilasa 
Putrescina Ornitina Ornitina descarboxilasa 
Feniletilamina Fenilalanina 
Fenilalanina/Tirosina 
descarboxilasa 
Cadaverina Lisina Lisina descarboxilasa 
Triptamina Triptófano Triptófano descarboxilasa 
 
 
Las aminas biógenas se pueden clasificar dependiendo de su estructura química en 
alifáticas (putrescina, cadaverina, etilamina, espermina y espermidina), aromáticas 
(tiramina y feniletilamina) y heterocíclicas (histamina y triptamina) (Figura 1.5). Las 
funciones biológicas de estas aminas son muy diversas, algunas como la putrescina, 
espermina, espermidina y cadaverina, son componentes indispensables de los organismos 
vivos por su importancia en la síntesis de proteínas y, probablemente, en la estabilización 
de membranas (Bardócz et al., 1993; Maijala et al., 1993; Halász et al., 1994). Además, las 
aminas biógenas participan en la regulación de la temperatura corporal, el volumen y pH 
estmacal y la actividad cerebral, entre otros. Sin embargo, la ingesta de alimentos y/o 
bebidas con elevadas cantidades de estos compuestos puede tener efectos tóxicos sobre el 
consumidor (Shalaby, 1996).  
 
Las aminas biógenas más abundantes en alimentos y bebidas fermentadas, son la 
histamina, tiramina, putrescina y cadaverina (Silla-Santos, 1996). Una parte importante de 
las intoxicaciones alimentarias se deben a la ingesta de histamina y tiramina. La 
intoxicación por histamina ocurre frecuentemente en relación al consumo de pescado, 
principalmente de la familia Scombridae, con elevados niveles de esta amina (Lehane y 
Olley, 2000). La histamina ejerce sus efectos tóxicos induciendo la dilatación de vasos 
sanguíneos, capilares y arterias, dando lugar a dolor de cabeza, hipotensión, problemas 
digestivos y edemas (Taylor, 1986). La tiramina, es la amina biógena más frecuente en 
alimentos fermentados y los casos de intoxicación se han relacionado principalmente con 
el consumo de quesos (Stratton et al., 1991). Esta produce un efecto indirecto, liberando y 
aumentando la concentración de noradrenalina en sangre, que actua como vasoconstrictor, 
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originando dolor de cabeza, hipertensión y migraña.Finalmente, las diaminas, putrescina y 
cadaverina, aunque no son tóxicas por sí mismas, dificultan la detoxificación de la 
histamina y tiramina con lo que se potencian sus efectos tóxicos. Además, la putrescina 
puede resultar perjudicial para la salud debido a que puede reaccionar con nitrito 
produciendo nitrosopirrolidina, una nitrosamina heterocíclica cancerígena (Wathersen et 
al., 1975). 
 
La intoxicación alimentaria producida por las aminas biógenas puede ser más severa 
en consumidores sensibles, los cuales muestran una reducida actividad de las enzimas 
mono- y diamino oxidas (Bodmer et al., 1999), responsables del catabolismo de las 
aminas. Además, es de destacar que la ingesta de alcohol puede aumentar los efectos 
nocivos producidos por las aminas biógenas (Maynard and Schenker, 1996).  
 
En el capítulo 3 del presente trabajo se ha estudiado la presencia de aminas biógenas en 
sidra natural del País Vasco, con el objeto de conocer mejor el origen y los factores 
implicados en su síntesis y acumulación, así como el riesgo potencial que representan para la 
calidad y seguridad del producto. Para ello, se ha determinado el contenido en aminas 
biógenas de la sidra natural comercializada, los microorganismos responsables la síntesis de 
aminas y la influencia de diferentes factores sobre su acumulación durante la elaboración 
industrial de la sidra.  
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Figura 1.5. Estructura química de las principales aminas biógenas. 
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1.2.1.4. Síntesis de exopolisacáridos  
 
Ciertas bacterias lácticas son capaces de secretar exopolisacáridos (EPS), que 
pueden provocar en sidras y vinos la alteración denominada ahilado. Estos pueden ser 
homopolisacáridos (HoPSs)- o heteropolisacáridos (HePSs) y en sidras se han descrito 
bacterias lácticas productoras de ambos tipos de polímeros (Dueñas-Chasco et al., 1997; 
Dueñas-Chasco et al., 1998; Ibarburu et al., 2007). 
 
Con respecto a la síntesis de heteropolisacáridos, únicamente se ha descrito la 
producción por O.oeni I4 y L. suebicus CUPV225 y CUPV226, aisladas de sidras del País 
Vasco. O. oeni I4 sintetiza dos tipos de heteropolisacáridos, uno compuesto por galactosa, 
glucosa y ramnosa y el otro formado por galactosa y glucosa (Ibarburu et al., 2007). Por 
otra parte, las dos cepas de L suebicus sintetizan un HePS constituido por glucosa, 
galactosa y N-acetil-glucosamina (Ibarburu, 2009). Estos monosacáridos, en particular 
glucosa y galactosa, se han descrito como los más abundantes en los HePSs sintetizados 
por BAL aislados de productos lácteos (Ruas-Madiedo et al., 2009).  
 
La síntesis de los HePSs por bacterias lácticas aisladas de sidra no ha sido estudiada 
todavía, pero en otras BAL se ha propuesto que se realiza a nivel de membrana, y consiste 
en la polimerización extracelular de las unidades repetitivas, sintetizadas en el lado 
citosólico de la membrana plasmática. En ella intervienen glicosiltransferasas (GTF) de 
membrana que catalizan la transferencia secuencial de los monosacáridos desde los 
azúcares activados (UDP-glucosa, UDP-galactosa o dTDP-ramnosa) a la unidad repetitiva 
en formación. El proceso de síntesis de la unidad repetitiva comienza con la acción de una 
“priming”-GTF que une el azúcar activado a una molécula transportadora, situada en la 
membrana plasmática (probablemente un lípido de tipo undecaprenil-fosfato, C55-P). 
Posteriormente, otras glicosiltransferasas catalizan la adición secuencial de los 
monosacáridos y aunque se desconoce el mecanismo preciso, la unidad repetitiva 
sintetizada se transloca al espacio periplásmico probablemente mediante la actividad de 
una proteína del tipo flipasa. Finalmente, una polimerasa cataliza la unión de las unidades 
repetitivas, terminando el proceso con la retranslocación y defosforilación del lípido 
transportador (Ruas-Madiedo et al., 2009).  
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En relación a la síntesis de HoPSs por BAL, los dos grupos mayoritarios son los ?-
D-glucanos y ?-D-fructanos, los cuales se sintetizan a partir de sacarosa mediante la acción 
de glicansacarasas extracelulares. Estas enzimas utilizan la energía del enlace glicosídico 
de la sacarosa para transferir un residuo de glucosa o fructosa a un aceptor, oligo- o 
polisacárido. En sidras, se ha descrito que L. diolivorans G77 es capaz de producir un α-
glucano (Dueñas-Chasco et al., 1998), pero el mecanismo de síntesis es totalmente 
desconocido. 
 
Sin embargo, una gran parte de las cepas productoras de HoPSs en sidras producen 
β-glucanos, los cuales presentan siempre un trisacárido como unidad repetitiva con enlaces 
β-(1?3) en la cadena principal, estando una de las glucosas sustituida en posición 2 
(Figura 1.6). Su síntesis ha sido descrita tanto en L. diolivorans G77 como en cepas de la 
mayor parte de las especies habituales en sidra: O. oeni, L. suebicus, L. collinoides y P. 
parvulus (Dueñas-Chasco et al., 1997; Dueñas-Chasco et al., 1998; Ibarburu et al., 2007; 
Ibarburu, 2009). La síntesis de este β-glucano ha sido también descrita en cepas de P. 
parvulus y O. oeni aisladas de vinos (Llaubères et al., 1990; Dols-Lafargue et al., 2008). 
 
Con respecto a la síntesis de estos β-glucanos, no se ha descrito la implicación de 
glucansacarasas extracelulares y la síntesis se ha atribuido a una única glicosiltransferasa 
(GTF) unida a membrana (Werning et al., 2006; Dols-Lafargue et al., 2008). La 
participación de esta enzima ha sido verificada mediante experiencias de clonaje del gen 
gtf en Lc. lactis (Werning et al., 2008) y además se ha comprobado que la síntesis es 
dependiente de azúcares activados en forma de UDP-glucosa (Walling et al., 2005; 
Werning et al., 2006). Velasco et al. (2007) estudiaron la producción del (1,3)-β-D-glucano 
por P. parvulus 2.6 a partir de glucosa, fructosa y maltosa. La glucosa constituye la fuente 
carbonada más adecuada y la Figura 1.7 muestra la vía propuesta para la biosíntesis del β-
glucano a partir de este azúcar. Asimismo, estos autores encontraron que la actividad de la 
enzima  α-fosfoglucomutasa (α-PGM) está correlacionada con el rendimiento en 
polisacárido, y que la actividad de la UDP-glucosa pirofosforilasa (UGP) parece constituir 
el principal cuello de botella para su síntesis. 
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Figura1.6. Estructura del (1,3)(1,2)-β-D-glucano sintetizado por P. parvulus 2.6 
(Dueñas-Chasco et al., 1997). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.7. Vía propuesta para la síntesis del β-glucano en P. parvulus 2.6 a partir de 
glucosa; glicosiltransferasa (GTF), glucoquinasa (GK), α-fosfoglucomutasa (α-PGM), 
UDP-glucosa pirofosforilasa (UGP).  
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1.3. ALTERACIONES DE LA SIDRA NATURAL ORIGINADAS POR 
BACTERIAS LÁCTICAS 
 
Como se ha mencionado anteriormente, la sidra natural no se estabiliza 
microbiológicamente antes del embotellado, por lo que suelen presentar recuentos 
elevados de bacterias lácticas. Entre las alteraciones más frecuentes producidas por ellas y 
que originan más pérdidas económicas al sector sidrero, se pueden citar la acetificación, el 
ahilado y el picado acroléico o amargor, por orden de importancia (Dueñas et al., 1994; 
Dueñas et al., 1995; Garai-Ibabe et al., 2008).  
 
 
1.3.1. Acetificación  
 
La acetificación se caracteriza por contenidos elevados de ácido acético en la sidra y 
superiores a lo legalmente establecido (2 g L-1 ácido acético). Si bien las levaduras forman 
una pequeña cantidad de este compuesto durante la fermentación alcohólica, las bacterias 
lácticas heterofermentativas, que constituyen la microbiota predominante durante el 
periodo de almacenamiento, pueden incrementar de manera significativa la acidez volátil 
de las sidras. Las BAL pueden consumir varios sustratos carbonados tales como azúcares 
residuales, glicerol y varios ácidos orgánicos, produciendo ácido acético (Dueñas et al., 
1994).  
 
 
1.3.2. Picado acroléico o Amargor  
 
La alteración del picado acroléico o amargor es debida a una de las vías de 
degradación del glicerol por ciertas especies de bacterias lácticas. El glicerol lo producen 
las levaduras durante las primeras etapas de la fermentación alcohólica y su degradación 
tiene una influencia negativa en la calidad del producto, dado que contribuye a dar cuerpo 
y untuosidad a sidras y vinos. 
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Se han descrito tres vías metabólicas de degradación del glicerol en bacterias lácticas 
presentes en vinos (Figura 1.8): 1) vía de la glicerol quinasa, 2) vía de la glicerol 
deshidrogenasa y 3) vía de la glicerol deshidratasa, siendo esta última la implicada en el 
desarrollo del picado acroléico. 
 
En la primera vía, la enzima glicerol quinasa fosforila el glicerol a glicerol-3-P, que 
posteriormente se oxida a gliceraldehído-3-P. En la vía glicerol deshidrogenasa, el glicerol 
se transforma en dihidroxiacetona, la cual es fosforilada a dihidroxiacetona-P. De ambas 
vías se obtiene finalmente piruvato, el cual puede dar origen a diferentes compuestos tales 
como ácido láctico, etanol, 2,3-butanodiol, ácido acético, acetoína y diacetilo, pudiendo 
estos tres últimos afectar negativamente a las características organolépticas de la bebida 
(Pasteris y Strasser de Saad, 2009). 
 
En la tercera vía el glicerol se deshidrata, por la acción de una glicerol/diol 
deshidratasa a 3-hidroxipropionaldehído (3-HPA), el cual se reduce a 1,3-propanodiol (1,3-
PDL), mediante una 1,3-propanodiol deshidrogenasa, o se oxida a ácido 3-
hidroxipropiónico (3-HP) (Figura 1.8). A partir del 3-HPA se puede formar acroleína 
mediante deshidratación química espontánea en condiciones de pH ácido o temperatura 
elevada. Este compuesto puede reaccionar con los polifenoles de vinos o sidras, generando 
compuestos de sabor amargo que dan origen al picado acroléico (Ribéreau-Gayon et al., 
2006). Con respecto al 3-HPA, se ha comprobado que en solución acuosa se puede 
dimerizar y/o hidratar de forma reversible (Figura 1.9), dando lugar a un equilibrio entre 
las tres formas (3-HPA, HPA-hidrato y HPA-dímero), que se conoce como “reuterina o 
sistema-HPA” (Vollenweider y Lacroix, 2004) la cual presenta un efecto antibacteriano 
(Gram+ y Gram-) y antifúngico (Talarico y Dobrogosz, 1989). 
 
En cuanto a la microbiota láctica implicada, se han descrito diferentes lactobacilos 
heterofermentativos que presentan esta última vía metabólica. Entre ellos y aislados de 
vino se encuentran cepas de L. brevis (Schütz y Radler, 1984), L. hilgardii y L. diolivorans 
(Gorga et al., 2002). Por otra parte, en sidras francesas se han identificado cepas de L. 
collinoides (Sauvageot et al., 2000; Claisse y Lonvaud-Funel, 2000).  
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En el Capítulo 2 del presente trabajo, se ha identificado la microbiota implicada en el 
picado acroleico de la sidra natural vasca. Además, se ha estudiado la influencia del tipo y 
concentración del azúcar utilizado como fuente energética, pH del medio de cultivo y 
temperatura de incubación sobre el consumo de glicerol y síntesis de 3-
hidroxipropionaldehído por una cepa de Lactobacillus collinoides.  
 
 
Figura 1.8. Metabolismo del glicerol por parte de cepas BAL. 1) glicerol deshidrogenasa y 
dihidroxiacetona quinasa, 2) triosa fosfato isomerasa, 3) glicerol quinasa, 4) glicerol 3-P 
deshidrogenasa, 5) Glicerol deshidratasa, 6) 1,3-propanodiol deshidrogenasa y 7) deshidratación 
química espontánea. 3,HPA, 3-hidroxipropionaldehído; 1,3-PDL, 1,3-propanodiol; 3-HP, ácido 
hidroxipropiónico; DHA, dihidroxiacetona; GA3P, gliceraldehído-3-P. 
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Figura 1.9. Formación de acroleína a partir de glicerol y el sistema-HPA o reuterina. 1) glicerol 
deshidratasa 2) 1,3-propanodiol deshidrogenasa. 
 
 
1.3.3. Ahilado o enfermedad de la grasa 
 
Esta alteración ha sido descrita en sidra (Dueñas et al., 1995), vino (Lonvaud-Funel, 
1999) y cerveza (Van Oevelen y Verachtert, 1979) y se caracteriza por el aumento de la 
viscosidad y la consistencia de las bebidas, como consecuencia de la producción de 
exopolisacáridos por diferentes estirpes de bacterias lácticas. A diferencia de otras 
alteraciones, no varía el sabor del producto ni representa un riesgo para la salud. Sin 
embargo, el hecho de que la bebida presente un aspecto aceitoso, hace que sea rechazada 
por el consumidor.  
 
En sidras y vinos ahilados, se han descrito diversas cepas de BAL productoras de 
exopolisacáridos, tales como Streptococcus mucilaginosus (Luthi, 1957), y diversas 
especies de los géneros Leuconostoc (Beech y Carr, 1977), O. oeni (Ibarburu et al., 2007; 
Dols-Lafargue et al., 2008), Lactobacillus (Dueñas et al., 1995) y Pediococcus (Lonvaud-
Funel y Joyeux, 1988; Manca de Nadra et al., 1995; Fernández et al., 1996). Como 
excepción, una cepa EPS+ de la especie Bacillus licheniformis fue aislada de una sidra 
francesa alterada (Larpin et al., 2002). 
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En las sidras vascas las especies más frecuentemente encontradas han sido P. 
parvulus y L. diolivorans y en menor proporción L. suebicus, L. collinoides y O. oeni 
(Ibarburu, 2009). Como se ha comentado anteriormente, todas ellas sintetizan el mismo 
(1,3)-β-D-glucano (Figura 1.6) pero, en el caso de cepas de Lactobacillus y Oenococcus, 
sintetizan además otro tipo de exopolisacárido.  
 
Se ha estudiado además la localización del gen gtf, que codifica la síntesis de la 
glicosiltransferasa de membrana, y se han encontrado diferentes ubicaciones genómicas en 
función de la cepa: i) integrado en el cromosoma bacteriano como en O. oeni I4 y O. oeni 
IOEB0205, obtenidos de sidra y vino, respectivamente (Werning et al., 2006; Dols-
Lafargue et al., 2008), ii) en un plásmido pequeño de 5,5 Kb en P. damnosus (pF8801) 
(Gindreau et al., 2001) y L. diolivorans G77 (pLD1) (Werning et al., 2006) aislados de 
vino y sidra, respectivamente y finalmente iii) en un plásmido de 35 Kb en P. parvulus 2.6 
procedente de sidra (Werning et al., 2006). 
 
La determinación de la secuencia nucleótidica de los genes gtf en L. diolivorans G77 
y O. oeni I4 reveló que poseen un 100 y un 98,8% de identidad, respectivamente, con la 
secuencia del gen en P. parvulus 2.6 (Ibarburu, 2009). Esto indica que el gen está 
altamente conservado en las cepas alterantes productoras del (1,3)(1,2)-β-D-glucano en 
sidra. Con estos antecedentes y con el fin de detectar esta microbiota alterante antes del 
embotellado, se diseñaron dos métodos de PCR que están basados en el gen gtf, uno a 
tiempo final y otro a tiempo real (RT-PCR) (Ibarburu, 2009).  
 
 
1.4. BACTERIAS LÁCTICAS PRODUCTORAS DE 
EXOPOLISACÁRIDOS E INDUSTRIA ALIMENTARIA  
 
Las bacterias lácticas se utilizan en la fermentación de muchos alimentos, ya que 
mejoran su conservación así como su valor nutricional y características sensoriales. En los 
últimos años, las bacterias lácticas productoras de exopolisacáridos han recibido una gran 
atención. Se utilizan como bioespesantes naturales producidos in situ, como alternativa al 
empleo de aditivos texturizantes, tales como carbohidratos de plantas (almidón, pectina y 
goma guar), hidrocoloides animales (gelatina y caseína), o biopolímeros bacterianos 
(xantanos, gelanos o el (1,3)-β-D-glucano curdlano) (Sutherland, 2001). 
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En esta línea, se ha comprobado que las BAL EPS+ utilizadas como cultivos 
iniciadores o coadyuvantes mejoran las propiedades reológicas y la textura de varios 
productos lácteos (yogures, leches fermentadas, quesos bajos en grasa y postres lácteos) 
(De Vuyst y Vaningelgem, 2003; Torino et al., 2005), así como de la masa ácida de 
panadería (Tieking et al., 2003). La presencia de estas cepas aumenta la viscosidad y 
estabilidad del producto y proporciona una mayor capacidad de retención de agua, 
evitándose así la sinéresis (Duboc y Mollet, 2001). 
 
Por otro lado, en los últimos años se ha observado una tendencia creciente en los 
consumidores a demandar alimentos con valores nutricionales añadidos y efectos positivos 
sobre la salud (Waldherr y Vogel, 2009), alimentos que han sido denominados como 
funcionales. Este tipo de alimentos pueden obtenerse mediante el uso de microorganismos 
probióticos y/o la adición de aditivos prebióticos. Los probióticos se definen como 
organismos vivos no patógenos, que al ser administrados en cantidades adecuadas tienen 
un efecto positivo en la salud del consumidor (FAO/WHO, 2002). Por otra parte, los 
aditivos prebióticos son ingredientes no digeribles pero fermentables por la microbiota 
intestinal y que estimulan selectivamente el crecimiento y/o la actividad de un número 
limitado de bacterias en el colon, por lo que mejoran la salud del huésped (Gibson y 
Roberfroid, 1995). 
 
En esta línea de desarrollo de nuevos alimentos, se ha sugerido que los EPSs 
producidos por algunas bacterias lácticas pueden ejercer efectos beneficiosos para la salud 
humana tales como: protección contra úlceras estomacales y colitis, efecto prebiótico, 
capacidad de reducir los niveles de colesterol, así como de modular la respuesta 
inmunitaria y en consecuencia, presentar actividad anticarcinogénica (Ruas Madiedo et al., 
2008). En la actualidad, gran parte de los microorganismos probióticos comercializados 
presentan la capacidad de producir exopolisacáridos (Salminen et al., 1998) y pertenecen a 
los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium. Este hecho sugiere que las propiedades 
beneficiosas de estos microorganismos podrían estar relacionadas con las actividades 
biológicas de estos polímeros. 
Como se ha comentado anteriormente, algunas BAL aisladas de sidras y vinos 
ahilados sintetizan (1,3)-β-D-glucanos, sustituidos en posición 2. Éstos pertenecen a un 
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grupo muy heterogéneo de polisacáridos, los (1,3)-β-D-glucanos, producidos tanto por 
organismos procariotas como eucariotas. En los últimos años han sido intensamente 
estudiados, debido fundamentalmente a sus actividades biológicas beneficiosas y por 
considerarse modificadores de la respuesta biológica.  
 
Teniendo en cuenta estos antecedentes, en el marco de la presente Tesis Doctoral se 
ha estudiado la producción de (1,3)(1,2)-β-D-glucanos por cepas de bacterias lácticas 
aisladas de sidra y se ha examinado el potencial probiótico de algunas de las cepas 
seleccionadas (Capítulo 4). 
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2.1. INTRODUCCIÓN 
 
El picado acroleico o amargor es una alteración de vinos y sidras, caracterizada por 
un sabor amargo desagradable de la bebida y relacionada con la presencia de acroleína. 
Este aldehído α, β-insaturado es el resultado de la deshidratación química del 3-
hidroxipropionaldehído, producido en la degradación del glicerol por ciertos lactobacilos 
heterofermentativos como L. brevis y L. buchneri (Schütz y Radler, 1984), L. collinoides 
(Sauvageot et al., 2000; Claisse y Lonvaud-Funel, 2000), L. hilgardii (Pasteris y Strasser 
de Saad, 2009) o L. diolivorans (Gorga et al., 2002).  
 
Como se ha mencionado anteriormente, la sidra natural no se estabiliza 
microbiológicamente después de la fermentación maloláctica, por lo que se encuentran 
poblaciones elevadas de bacterias lácticas, en torno a 107 UFC mL-1 (Dueñas et al., 1994). 
Éstas pueden utilizar fuentes carbonadas residuales, que posibilitan el mantenimiento de 
poblaciones viables de estas bacterias. Entre los sustratos disponibles se encuentra el 
glicerol, producto de la fermentación glicero-pirúvica de levaduras durante la elaboración 
de sidra (Del Campo et al., 2003). La degradación de este poliol resulta perjudicial para la 
calidad de la bebida ya que se trata de un componente importante para las características 
sensoriales, y por otra parte debido a que es el precursor metabólico del 3-HPA. Además, 
podría tener incidencia en la elaboración del “sagardoz” (destilado de la sidra), ya que en el 
proceso de destilación el 3-HPA podría deshidratarse a acroleína (Lonvaud-Funel, 2002). 
 
Se ha descrito que la transformación del glicerol en 3-HPA puede estar catalizada 
por dos enzimas isofuncionales dependientes de coenzima B12. Según la especie, puede 
tratarse de una diol deshidratasa (EC.4.2.2.28) o bien una glicerol deshidratasa 
(EC.4.2.2.30), en base a la mayor afinidad por 1,2-propanodiol o glicerol, respectivamente 
(Daniel et al., 1999). Estas deshidratasas han sido ampliamente estudiadas en diversas 
especies bacterianas (Klebsiella pneumoniae, K. oxytoka, Citrobacter freundii, Clostridium 
pasteurianum, y Salmonella enterica) y todas exhiben la misma estructura hexamérica 
α2β2γ2. Con respecto a las cepas de Lactobacillus aisladas de bebidas, Sauvageot et al. 
(2002) purificaron, caracterizaron e identificaron las subunidades de la diol deshidratasa de 
una cepa de L. collinoides aislada de sidra (Sauvageot et al., 2002a; Sauvageot et al., 
2002b) y Gorga et al. (2002) secuenciaron una parte del operón diol deshidratasa en cepas 
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de L. hilgardii y L. diolivorans procedentes de vino. Los trabajos mas recientes sobre el 
picado acroleico en bebidas alcohólicas se han centrado en la identificación de los 
microorganismos responsables de la alteración (Sauvageot et al., 2000; Claisse y Lonvaud-
Funel, 2000), así como en el desarrollo de herramientas moleculares para su detección 
(Claisse y Lonvaud-Funel, 2001). En esta línea, se diseñaron los cebadores específicos 
GD1 y GD2 para la detección por PCR del gen glicerol deshidratasa para la identificación 
de bacterias productoras de 3-HPA.  
 
Por otro lado, es muy limitada la información sobre los factores que influyen en el 
metabolismo del glicerol en cepas de BAL aisladas de vinos y sidras, como L. collinoides 
(Claisse y Lonvaud-Funel, 2000), L. hilgardii (Pasteris y Strasser de Saad, 2009) y L. 
brevis (Schütz y Radler, 1984). Se ha estudiado fundamentalmente el efecto de los 
diferentes tipos y concentraciones de azúcares. Ninguna de las cepas fue capaz de crecer 
con glicerol como única fuente carbonada, mientras que la presencia de glucosa y/o 
fructosa en el medio indujo tanto el consumo de glicerol como el crecimiento celular. Por 
el contrario, en el caso de L. brevis, las pentosas ribosa, arabinosa y xilosa no ejercieron el 
mismo efecto sobre el consumo de glicerol (Schütz y Radler, 1984). En relación a la 
acumulación de 3-HPA, se ha puesto de manifiesto la importancia de la relación 
cuantitativa entre glucosa y glicerol, de forma que un valor no superior a 1:3 favorece el 
consumo de glicerol y la acumulación del aldehído en Lactobacillus 208-A (Sobolov y 
Smiley, 1960) y en L. collinoides (Sauvageot et al., 2000). 
 
Teniendo en cuenta estos antecedentes, este trabajo se planteo con el objeto de 
estudiar la microbiota láctica implicada en la alteración del amargor en la sidra natural. 
Para ello, se estudiaron diferentes sidras alteradas donde el glicerol había sido total o 
parcialmente consumido y presentaban sabores amargos desagradables. Estas sidras fueron 
microbiológicamente caracterizadas y a partir de ellas se aislaron e identificaron cepas de 
Lactobacillus con capacidad de degradar el glicerol por la vía de la glicerol deshidratas. 
Además con el objeto de conocer las condiciones medioambientales que conducen a la 
acumulación de 3-HPA en la sidra, se estudió la influencia del principal azúcar residual 
(fructosa) sobre L. collinoides 17. Se examinó asimismo el efecto del pH y temperatura de 
almacenamiento de la sidra, ya que estas variables podrían ser controladas por el productor 
sidrero. 
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2.2. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
 
2.2.1. Caracterización microbiológica de las sidras alteradas y 
aislamiento de bacterias lácticas 
 
Para el estudio de la alteración del amargor, se recogieron seis muestras de sidra de 
seis sidrerías diferentes que presentaban sabores amargos y degradación total o parcial del 
glicerol. El análisis de las poblaciones de bacterias lácticas, bacterias acéticas y levaduras, 
se realizó mediante recuento en placa. Para ello, se prepararon diluciones seriadas de las 
sidras en solución de Ringer, se eligieron las diluciones adecuadas y se sembraron, por 
duplicado, 100 L de cada una de ellas, mediante siembra en superficie. 
 
El recuento en placa de la población de bacterias lácticas se realizó en agar MRS (de 
Man, Rogosa y Sharpe, 1960) (Anexo I) suplementado con zumo de tomate (20%, v/v) y 
fructosa (5 g L-1) (MRS-T-F) (pH 4,8), al que se añadió pimaricina (0,05 g L-1) y 
estreptomicina (0,1 g L-1) para evitar el crecimiento de levaduras y bacterias acéticas, 
respectivamente. Las placas fueron incubadas a 28 ºC en atmósfera enriquecida con 5% 
CO2 durante 7 días. Tras la incubación se recogieron de 10 a12 colonias representativas 
por placa y los aislados se purificaron mediante sucesivas siembras en placas de MRS-T-F 
(pH 4,8). La conservación de la cepas se realizó a -80 ºC en medio MRS suplementado con 
20% de glicerol (v/v).  
 
Las levaduras se enumeraron en placas de agar malta (Cultimed) (pH 4,8) 
suplementadas con 0,1 g L-1 de estreptomicina y 10 mL L-1 de  penicilina  G  (165800 UI 
L-1), para inhibir el crecimiento de bacterias acéticas y bacterias lácticas, respectivamente. 
Por otro lado, las poblaciones de bacterias acéticas se cuantificaron en placas de agar 
mosto (pH 5) compuesto por: mosto de manzana a una densidad de 1045 g L-1, 1% (p/v) de 
extracto de levadura y 3% (p/v) de agar, suplementado con 10 mL L-1 de penicilina G 
(165800 UI L-1) y 0,05 g L-1 de pimaricina, para inhibir el crecimiento de bacterias lácticas 
y levaduras, respectivamente (Dueñas et al., 1995). En ambos casos, las placas fueron 
incubadas a 28 ºC.  
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2.2.2. Detección de cepas de bacterias lácticas productoras de                     
3-hidroxipropionaldehído 
 
Para la detección de las cepas capaces de consumir glicerol y producir 3-HPA, los 
aislados se propagaron en medio MRS suplementado con 10 g L-1 de fructosa y 10 g L-1 de 
glucosa (MRS-m) (pH 4,8). Transcurridas 24 h, se recogieron las células en fase 
exponencial (10000 rpm, 20 min) y se inocularon en medio de Carr modificado (Carr-m) 
(Claisse y Lonvaud-Funel, 2001) (Anexo I) a una densidad óptica (DO600) de 
aproximadamente 0,2. Los cultivos fueron incubados a 28 ºC, durante siete días, en 
recipientes cerrados completamente llenos y en atmósfera enriquecida con 5% CO2. 
Transcurrido este tiempo, se retiraron las células por centrifugación (10000 rpm, 15 min) y 
los sobrenadantes se mantuvieron almacenados a -20 ºC hasta su posterior análisis. 
 
 
2.2.3. Detección de la actividad glicerol deshidratasa  
 
La actividad enzimática glicerol deshidratasa se examinó mediante el método 
espectrofotométrico de la 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazina, que se basa en la 
capacidad de los aldehídos de reaccionar con este compuesto formando derivados de azinas 
que absorben a 310 nm (Toraya et al., 1977).  
 
Los ensayos se realizaron en células permeabilizadas según lo descrito por Claisse y 
Lonvaud-Funel (2001). Para ello, se recogieron las células (10000 rpm, 10 min) de un 
cultivo en MRS-m, a una DO600 del orden de 2, se lavaron con 1 mL de NaCl al 0,9% (p/v) 
y se permeabilizaron incubándolas en 1 mL de tolueno al 2% (v/v), a temperatura ambiente 
durante 10 min. Una vez permeabilizadas, se recogieron las células (10000 rpm, 10 min) y 
se incubaron en 1 mL de solución tampón Tris-glicina 100 mM (pH 9) que contenía 20 
mM de glicerol, durante 10 min en un baño a 30 ºC. Transcurrido este tiempo, se añadieron 
0,2 nmol de coenzima B12 para iniciar la reacción enzimática y se incubó 1 min en 
oscuridad a 30 ºC. La reacción se detuvo añadiendo 0,8 mL de tampón citrato fosfato 100 
mM (pH 3,6). Posteriormente, se recogió el sobrenadante (10000 rpm, 10 min), se 
añadieron 200 ?L de una solución de 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazina al 0,1% (p/v) y 
se incubó durante 10 min a 100 ºC. Una vez concluida la reacción, se dejó enfriar, se 
añadieron 4 mL de agua destilada y se midió la absorbancia a 310 nm (Heλiosα, Thermo 
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Spectronic). Como referencia, se utilizaron los controles negativos para cada cepa en 
estudio. Para ello, fueron sometidas al tratamiento descrito anteriormente, aunque 
incubadas en ausencia de glicerol. Por otra parte, Lactobacillus reuteri CECT 925T fue 
utilizada como control positivo. 
 
 
2.2.4. Detección por PCR del gen glicerol deshidratasa  
 
Para la extracción del ADN bacteriano, las cepas se propagaron en el medio MRS 
para lactobacilos (Difco) (pH 5) suplementado con 5 g L-1 de ácido DL-málico, y se 
incubaron durante 10 días, a 28 ºC en atmósfera enriquecida con 5% CO2. Transcurrido 
este tiempo, las células se recogieron (10000 rpm, 30 min a 4 °C), se lavaron con 2 mL de 
solución tampón TE (Anexo I) y se volvieron a recoger (10000 rpm, 30 min a 4 °C). Las 
células lavadas se resuspendieron en 300 μL de EDTA 0,5 mM (pH 8), se añadió 300 μL 
de esferas de cristal (Ø 0,1 mm) y se mezcló a 1000 rpm durante 15 min. Posteriormente, 
se añadieron 300 μL de solución de lisis nuclear (Promega) y 200 μL de solución 
precipitante de proteínas (Promega) y se incubó en hielo durante 5 min, para precipitar los 
fragmentos celulares, antes de ser centrifugado (10000 rpm, 5 min a 4 °C). A continuación, 
se transfirió el sobrenadante a un microtubo de 1,5 mL que contenía 300 μL de isopropanol 
y se mezcló por inversión hasta que precipitó el ADN, que se mantuvo a -20 °C durante 2 h 
antes de ser centrifugado (10000 rpm, 20 min a 4 °C). Finalmente, se lavó el ADN con 300 
μL de etanol al 70% (v/v) a temperatura ambiente, se recogió por centrifugación (10000 
rpm, 5 min) y se secó. Para rehidratar el ADN, se añadieron 50 μL de agua PPI (para 
preparaciones inyectables) que contenía 1 μL de RNase (Promega) y se incubó durante la 
noche a 4 ºC. Una vez rehidratado, el ADN se conservó congelado a -20 °C. 
 
Se examinó el ADN genómico para detectar el gen glicerol deshidratasa con los 
cebadores específicos GD1 (5´-AAA/GGAC/TAAA/C/TCCIGTICAA/GATA/C/TGCIGC-
3´) y GD2 (5´-CCAIGGIGTA/GTCA/GTCICCA/GTCIGTA/GAAIAC-3´) (Claisse y 
Lonvaud-Funel, 2001). La mezcla de reacción se preparó en un volumen final de 50 μL 
que contenía: 2,5 U de BIOTaq DNA polimerasa (Bioline), 1x del tampón de PCR 
(Bioline), 200 μM de cada desoxinucleótido (dATP, dCTP, dTTP y dGTP), 2 mM de 
MgCl2, 0,2 μM de cada cebador y 5 μL de ADN diana. La amplificación se realizó en un 
termociclador Gene Amp PCR System 2400 (Perkin-Elmer) con el siguiente programa: 
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una primera etapa de desnaturalización de 5 min a 95 ºC, seguido de 35 ciclos de 95 ºC 
durante 30 s, 57 ºC durante 30 s y 72 ºC durante 30 s, y una etapa final de elongación de 10 
min a 72 ºC. El ADN de L. reuteri CECT 925T se utilizó como control positivo.  
 
Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa 
(0,8%, p/v) teñido con bromuro de etidio (0,2 μg mL-1). Para ello, se mezclaron 10 μL del 
amplificado y 1,5 μL de tampón de carga y se hicieron migrar a 90 V durante 50 min. El 
tamaño de los fragmentos se estimó por comparación con el marcador de pesos 
moleculares de 1 Kb Plus DNA Leadder (Invitrogen). La visualización de los amplicones 
se realizó por exposición a luz ultravioleta en un transiluminador (Gel-Doc, Bio-Rad). 
 
 
2.2.5. Identificación de las cepas de bacterias lácticas productoras de      
3-HPA 
 
La identificación a nivel de especie de las cepas BAL productoras de 3-HPA se 
realizó mediante dos técnicas: a) secuenciación de un fragmento del gen ARNr 16S 
amplificado mediante PCR, y b) electroforesis en gel con gradiente de desnaturalización 
(DGGE), de un fragmento del gen que codifica para la subunidad β de la ARN-polimerasa 
(rpoB), amplificado por PCR (Renouf et al., 2006).  
 
 
2.2.5.1. Identificación mediante secuenciación de un fragmento del gen ANRr 16S 
amplificado 
 
Se amplificó un fragmento del gen ARNr 16S mediante PCR con los cebadores PA 
(5´-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3´) y UP1R (5´-TACCGCGGCTGCTGGCAC-3´). 
La mezcla de reacción de 50 μL estaba compuesta por: 2,5 U de Taq DNA polimerasa 
(Sigma), 1x del tampón de PCR (Sigma), 200 μM de cada desoxinucleótido (dATP, dCTP, 
dTTP y dGTP), 1,5 mM de MgCl2, 0,5 μM de cada cebador y 5 μL de ADN diana. La 
amplificación se realizó con el siguiente programa: una primera etapa de desnaturalización 
de 5 min a 94 ºC, seguido de 25 ciclos de 1 min a 94 ºC, 1 min a 55 ºC y 2 min a 72 ºC, 
finalizando con una etapa de elongación de 10 min a 72 ºC. En esta reacción se obtuvo un 
amplicón de 530 pb que se visualizó mediante electroforesis en gel de agarosa.  
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La banda de 530 pb se extrajo del gel y se purificó utilizando el kit comercial 
QIAquick Gel Extraction (Qiagen), para ser secuenciado en el Servicio de Genómica, 
Unidad de Secuenciación y Genotipado de la Facultad de Ciencia y Tecnología de la 
UPV/EHU. La identificación de las cepas se estableció mediante comparación de las 
secuencias de ARNr 16S obtenidas, con las presentes en las bases de datos del NCBI. La 
comparación entre las distintas secuencias nucleotídicas se realizó mediante el programa 
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) mostrando niveles de homología 
superiores al 97%.  
 
 
2.2.5.2. Identificación mediante PCR-DGGE rpoB 
 
Los cebadores rpoB1 (5?-ATTGACCACTTGGGTAACCGTCG-3?), rpoB1o (5?-
ATCGATCACTTAGGCAATCGTCG-3?), rpoB2 (5?-ACGATCACGGGTCAAACCACC-
3?) se utilizaron para la amplificación de una región del gen rpoB de 250 pb. La reacción de 
PCR se realizó en 50 μL de volumen de reacción compuesto por: 1 μL de ADN diana, 4 μL 
de la solución comercial de PCR (Invitrogen), 3 mM de MgCl2 y 0,1 μM de cada cebador. 
La amplificación de las muestras se realizó en un termociclador IQ (Bio-Rad) según el 
programa descrito por Renouf et al. (2006). Posteriormente, los productos de amplificación 
se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa (1,5%, p/v), teñido con bromuro 
de etidio. El tamaño de los fragmentos de ADN se estimó por comparación con los del 
marcador de pesos moleculares 100 pb Ladder (Invitrogen). 
 
La electroforesis en gel con gradiente de desnaturalización, se realizó en un sistema 
DGGE (Bio-Rad). Se cargaron 10 μL de cada producto de PCR (a una concentración de 50 
ng μL?1) junto con 4 μL de una mezcla compuesta por glicerol (80%, v/v), tampón TE 
(20%, v/v) y azul de bromofenol, en un gel de poliacrilamida (QBIOgene) que contenía un 
gradiente de desnaturalización del 25% al 55% (urea-formamida). La electroforesis se 
realizó en solución tampón TAE 1x (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA) y constaba de una 
primera etapa de 10 min a 20 V, seguida de otra de 16 h a 85 V, todo ello a una 
temperatura constante de 60 ºC. Finalizada la electroforesis, los ADNs se tiñeron durante 
10 min con SYBR Green I (Molecular Probes) y se fotografiaron bajo luz ultravioleta. 
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2.2.6. Cuantificación de sustratos y productos de fermentación 
 
Las cantidades de glucosa, fructosa, glicerol, etanol, ácido láctico, ácido acético, 1,3-
propanodiol (1,3-PDL) y ácido 3-hidroxipropiónico (3-HP) de la muestra (20 L), se 
determinaron mediante un sistema HPLC compuesto por dos columnas de intercambio 
iónico (Aminex HPX-87, Bio-Rad) colocadas en serie y termostatizadas a 65 ºC. Como 
fase móvil se empleó H2SO4 5 mM a una velocidad de flujo de 0,6 mL min
-1(Palmfeldt et 
al., 2004). Los componentes de las muestras fueron cuantificados mediante un detector de 
índice de refracción (IR) y otro de ultravioleta-visible (UV-Vis), a una longitud de onda de 
210 nm. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. 
 
La concentración de 3-HPA, se cuantificó mediante el método colorimétrico de 
Circle (Circle et al., 1945), específico para la determinación de acroleína. Este método, se 
basa en la deshidratación de 3-HPA a acroleína, que forma complejos de color morado al 
reaccionar con el reactivo de triptófano, que absorben a una longitud de onda de 560 nm. 
La cuantificación se realizó según lo descrito por Slininger et al. (1983). A 2 mL de 
muestra se añadieron 4 mL de HCl al 37% y 1 mL de reactivo de triptófano (Anexo I). La 
mezcla se incubó a 40 ºC en un baño durante 35 min, hasta que se desarrolló y estabilizó el 
color morado. Una vez enfriada la muestra, se determinó la absorbancia a 560 nm. 
 
 
2.2.7. Influencia de factores medioambientales sobre el metabolismo del 
glicerol y producción y acumulación de 3-HPA en Lactobacillus 
collinoides 17  
 
Con el objeto de estudiar la influencia de las diferentes variables experimentales, 
concentración de fructosa, pH y temperatura, sobre el metabolismo del glicerol y la 
producción y acumulación de 3-HPA, se seleccionó la cepa L. collinoides 17. Para adaptar 
la cepa almacenada a -80 ºC a las nuevas condiciones de cultivo, se propagó dos veces en 
medio Carr-m (pH 4,8) en ausencia de glicerol y 10 g L-1 de cada azúcar (glucosa y 
fructosa). Los cultivos se incubaron durante 24 h a 28 ºC en atmósfera enriquecida con 5% 
CO2 y las células en fase exponencial fueron recogidas por centrifugación (10000 rpm, 10 
min) para inocular los medios de ensayo a una DO600 del orden de 0,2. 
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Con el fin de estudiar la influencia de la concentración de fructosa sobre el 
metabolismo del glicerol, se cultivó L. collinoides 17 en medio Carr-m (pH 4,8), sin 
glucosa, y a seis concentraciones de fructosa diferentes (0, 11,1, 22,2, 33,3, 44,4 y 55,5 
mM). Por otro lado, se evaluó en el mismo medio (con 5,55 mM de glucosa y 5,55 mM de 
fructosa) la influencia del pH (3,3, 3,6, 3,9 y 4,8) y la temperatura (15 y 28 ºC a pH 3,9).  
 
Todos los ensayos, a no ser que se especifique lo contrario, se realizaron por 
duplicado, sin agitación, en tubos completamente llenos y a 28 ºC en atmósfera 
suplementada con 5% CO2. Por otro lado, con el fin de evitar la aireación durante el 
proceso de toma de muestras, para cada condición estudiada se incubaron diferentes tubos 
de forma simultánea. El crecimiento celular se monitorizó mediante la medida de la DO600. 
Además, se recogieron los medios libres de células (10000 rpm, 10 min) para determinar 
los sustratos residuales, así como los productos finales del metabolismo del glicerol. 
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2.3. RESULTADOS 
 
 
2.3.1. Aislamiento y detección de bacterias lácticas productoras de 3-HPA 
 
En la Tabla 2.1 se muestran los resultados obtenidos en el análisis químico y 
microbiológico de seis sidras amargas. En relación a la caracterización microbiológica de 
las muestras, la mayoría presentaron poblaciones elevadas de BAL, del orden de 107 UFC 
mL-1, que constituyó su microbiota principal, a excepción de las muestras 1 y 4, en la que 
no se detectaron poblaciones viables de BAL. Por otro lado, ninguna de las sidras presentó 
poblaciones viables de bacterias acéticas, mientras que las poblaciones de levaduras se 
detectaron, únicamente, en dos de ellas. 
 
Tabla 2.1. Caracterización química y microbiológica de las sidras alteradas 
 
 
La caracterización química reveló que en todas las sidras se había realizado la 
fermentación maloláctica, ya que el contenido de ácido málico fue muy reducido en todas 
ellas. Por otra parte, se detectaron en todas las muestras contenidos reducidos de glicerol 
(entre 0,14 y 2,73 g L-1) y cantidades variables de 1,3-propanodiol. Estos resultados 
indicaban que el glicerol (entre 3 y 6 g L-1 en sidras no alteradas) había sido degradado, al 
menos en parte, mediante la intervención de bacterias lácticas con actividad glicerol 
deshidratasa.  
 
Se aislaron y purificaron 67 cepas BAL a partir de las seis sidras alteradas. Éstas 
fueron evaluadas en relación a su capacidad para consumir glicerol por la vía glicerol 
deshidratasa y producir 3-hidroxipropionaldehído (3-HPA), ácido 3-hidroxipropiónico (3-
g L -1 UFC mL-1 
Sidra 
Glicerol 1,3-PDL Ác.málico Ác.láctico Ác.acético BAL 
Bacterias 
acéticas 
Levaduras 
1 1,11 0,74 0,31 4,21 0,89 n.d 0 0 
2 0,40 1,46 0,03 4,57 2,97 2,1x107 0 0 
3 1,40 0,53 0,13 5,31 1,47 1,6x107 0 6,8x103 
4 0,14 2,24 0,11 3,95 1,57 n.d 0 0 
5 2,73 0,37 1,03 4,89 0,54 1,2x107 0 0 
6 1,43 0,51 0,05 4,79 0,86 
 
2,2x107 0 1,4x104 
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HP) y 1,3-propanodiol (1,3-PDL) (Tabla 2.2). Entre las 67 cepas estudiadas, 55 fueron 
capaces de degradar el glicerol a diferentes niveles (entre el 6% y el 100%), de las cuales, 
únicamente, 22 cepas presentaron actividad glicerol deshidratasa. Además, todas ellas 
amplificaron el fragmento de 279 pb correspondiente a dicho gen, en la reacción de PCR 
realizada con los cebadores específicos GD1 y GD2. Posteriormente, estas cepas fueron 
identificadas mediante la técnica PCR-DGGE y secuenciación de un fragmento del gen 
ARNr 16S. 20 de ellas fueron identificadas como Lactobacillus collinoides, mientras que 
las dos restantes lo fueron como Lactobacillus diolivorans.  
 
Por otro lado, el análisis de los medios fermentados reveló que las 22 cepas 
degradaban el glicerol y producían 1,3-PDL y 3-HP, mientras que la acumulación del 3-
HPA se detectó en 17 de ellas. Finalmente, se seleccionó la cepa L. collinoides 17, debido 
a que mostraba la mayor acumulación de 3-HPA en el medio de cultivo.  
 
Tabla 2.2. Bacterias lácticas aisladas de sidras amargas que degradaban glicerol por la vía glicerol 
deshidratasa. 
 
 
Cepa 
 
Identificación 
Consumo de 
glicerol (%) 
3-HPA 
(mM) 
3-HP 
(mM) 
1,3-PDL 
(mM) 
Actividad  
GDH 
PCR 
1 L. diolivorans 84,3 0 22,0 39,2 + + 
2 L. diolivorans 88,4 0 22,6 40,2 + + 
3 L. collinoides 77,6 10,1 16,4 23,5 + + 
4 L. collinoides 82,5 11,5 13,4 16,1 + + 
5 L. collinoides 88,4 0,5 14,2 21,6 + + 
6 L. collinoides 87,8 6,6 14,2 22,5 + + 
7 L. collinoides 100 0 31,3 37,1 + + 
8 L. collinoides 83,6 10,2 15,1 23,9 + + 
9 L. collinoides 74,9 10,4 15,0 21,9 + + 
10 L. collinoides 90,6 7,1 19,6 25,3 + + 
11 L. collinoides 77,3 9,2 14,9 23,9 + + 
12 L. collinoides 90,8 8,5 15,9 24,2 + + 
13 L. collinoides 78,4 10,2 12,4 20,2 + + 
14 L. collinoides 63,2 8,6 9,8 16,8 + + 
15 L. collinoides 100 0 28,7 41,5 + + 
16 L. collinoides 92,4 10,5 17,5 26,1 + + 
17 L. collinoides 87,3 12,3 10,9 21,4 + + 
18 L. collinoides 89,6 9,7 13,8 21,9 + + 
19 L. collinoides 81,9 10,5 11,7 20,3 + + 
20 L. collinoides 100 0 27,4 40,8 + + 
21 L. collinoides 83,2 10,1 13,0 22,1 + + 
22 L. collinoides 88,3 2,0 11,7 20,7 + + 
23 L. reuteri CECT 925T 12,9 3,1 3,5 6,0 + + 
GDH, glicerol deshidratasa. 
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2.3.2. Influencia de la concentración de fructosa sobre el metabolismo del 
glicerol en L. collinoides 17 
 
Dado que la fructosa es el azúcar residual mayoritario en la fermentación de los 
mostos de manzana, L. collinoides 17 se creció en medios con concentraciones variables de 
fructosa (de 0 a 55,5 mM) a pH 4,8 y en presencia de 55,5 mM de glicerol. En ausencia de 
fructosa no se detectó consumo del poliol ni crecimiento bacteriano (datos no mostrados). 
Por el contrario, la adición de fructosa estimuló el consumo de glicerol, siendo éste 
totalmente degradado, independientemente de la concentración inicial de fructosa en el 
medio de cultivo (Figura 2.1 A). En todos los casos, la fructosa fue totalmente consumida 
(Figura 2.1 B) y se observó un mayor crecimiento a medida que aumentaba la 
concentración de fructosa, en concentraciones desde 5,5 mM a 22,2 mM. A esta última o a 
concentraciones superiores no se observaron variaciones ni en el perfil de crecimiento ni 
en el rendimiento en biomasa, con densidades ópticas máximas (DO600) cercanas a 2,5 
(Figura 2.1 C). 
 
El consumo de glicerol comenzó al inicio de la fase exponencial de crecimiento y su 
mayor parte se degradó entre las 18 y 27 h de cultivo. En el ensayo realizado con 5,5 mM 
de fructosa, el crecimiento fue muy limitado y en consecuencia la velocidad de 
degradación del glicerol fue más lenta. Sin embargo, en las experiencias con 
concentraciones de fructosa superiores a 22,2 mM, el glicerol fue degradado rápidamente, 
incluso en presencia de cantidades elevadas de fructosa en el medio. Con respecto a los 
productos de fermentación, los compuestos 1,3-propanodiol y ácido 3-hidroxipropiónico se 
detectaron tan pronto como comenzó el consumo de glicerol, pero a diferencia de los 
anteriores, el 3-hidroxipropionaldehído no fue detectado en este periodo (Figuras 2.2 A, B 
y C).  
 
Con respecto a la acumulación de 3-HPA, ésta comenzó en la fase exponencial tardía 
y su concentración máxima se alcanzó a las 27 h de incubación (Figura 2.2 B). Esta 
concentración fue similar en todas las condiciones (en torno a 6 mM), independientemente 
de la concentración inicial de fructosa, con la única excepción de la fermentación realizada 
con 5,55 mM de fructosa, en la que el 3-HPA sólo alcanzó una concentración máxima de 
2,6 mM. En todas las experiencias, los contenidos de 3-HPA disminuyeron, hasta 
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desaparecer completamente tras una prolongada incubación. La desaparición del 3-HPA, 
junto con el consumo del glicerol residual, fue acompañada por un aumento de la 
concentración de 1,3-PDL y 3-HP. Las proporciones relativas de estos dos productos 
finales dependieron de la concentración inicial de fructosa: con 5.55 mM de este azúcar, su 
producción fue casi equimolar; sin embargo, en las experiencias con concentraciones 
superiores de fructosa, 1,3-PDL fue siempre el producto final mayoritario.  
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Figura 2.1. Influencia de la concentración de fructosa (5,5 mM ?, 11,1 mM ♦ , 
22,2 mM ?, 33,3 mM ?, 44,4 mM ?, y 55,5 mM ?) sobre A) la degradación del 
glicerol (55,5 mM), B) el consumo de fructosa y C) el crecimiento de L. collinoides 
17. Con el fin de mejorar las figuras, los resultados correspondientes a las 
concentraciones de fructosa superiores a 33,3 mM y 22,2 mM fueron omitidos de 
las representaciones gráficas A y C, respectivamente. 
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Figura 2.2. Influencia de las diferentes concentraciones de fructosa (5,5 mM ?, 
11,1 mM ♦ , 22,2 mM ?, 33,3 mM ?) sobre los productos finales del metabolismo 
del glicerol (55,5 mM) por L. collinoides 17: A) 3-HP, B) 3-HPA y C) 1,3-PDL. 
Para mejorar las figuras, los resultados correspondientes a las concentraciones de 
fructosa superiores a 33,3 mM (A y C) y 22,2 mM (B) fueron omitidos de las 
representaciones gráficas. 
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Figura 2.1. Influencia de la concentración de fructosa (5,5 mM ?, 11,1 mM ♦ , 
22,2 mM ?, 33,3 mM ?, 44,4 mM ?, y 55,5 mM ?) sobre A) la degradación del 
glicerol (55,5 mM), B) el consumo de fructosa y C) el crecimiento de L. collinoides 
17. Con el fin de mejorar las figuras, los resultados correspondientes a las 
concentraciones de fructosa superiores a 33,3 mM y 22,2 mM fueron omitidos de 
las representaciones gráficas A y C, respectivamente. 
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En cuanto al metabolismo de los azúcares, L. collinoides 17 metaboliza glucosa y 
fructosa por la vía heteroláctica, produciendo ácido láctico, ácido acético y etanol como 
productos finales de la fermentación, cuyos contenidos relativos dependen del tipo de 
azúcar. La adición de glicerol provocó una disminución sustancial en la producción de 
etanol, detectándose únicamente trazas de éste (>1 mM). En cuanto a la producción de 
ácido láctico y ácido acético, L. collinoides 17 sintetizó cantidades similares de ambos 
productos, cuando se utilizaron concentraciones bajas de fructosa (5,55 mM y 11,1 mM) 
(Figuras 2.3 A y B). Tras la desaparición del azúcar tuvo lugar una cofermentación 
glicerol-ácido láctico. Como consecuencia se detectó una disminución del contenido en 
ácido láctico con un incremento inversamente correlacionado de ácido acético (R2= 0,834 
y 0,984 a 5,55 y 11,1 mM de fructosa, respectivamente). Sin embargo, no se detectó 
degradación de ácido láctico cuando L. collinoides 17 fue cultivada con concentraciones 
iniciales de fructosa superiores a 11,1 mM. 
 
Además de los productos finales anteriores, se observó una conversión de fructosa 
en manitol cuando L. collinoides 17 se cultivó con concentraciones de fructosa superiores a 
5,55 mM, (Figura 2.3 C). Esta transformación fue del 35 al 41%, para concentraciones de 
fructosa comprendidas entre 22,2 y 55,5 mM. La síntesis de manitol se produjo 
principalmente en los periodos iniciales de la fermentación y su posterior evolución varió 
según la concentración inicial del azúcar en el medio. Así, en presencia de 11,1, 22,2 y 
33,3 mM de fructosa, este polialcohol fue parcialmente consumido cuando la 
concentración de fructosa se hizo limitante (Figura 2.3 C). La reducción de la 
concentración de manitol se correlacionó con el aumento de la concentración de ácido 
acético (R2= 0,936, 0,967 y 0,981, respectivamente). Sin embargo, a concentraciones 
superiores de fructosa (44,4 y 55,5 mM) y en condiciones de disponibilidad de fructosa, se 
detectaron ligeros incrementos del contenido en manitol.  
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Figura 2.3. Influencia de las diferentes concentraciones de fructosa (5,5 mM ?, 
11,1 mM ♦ , 22,2 mM ?, 33,3 mM ?, 44,4 mM ?, y 55,5 mM ?) sobre la 
concentración de productos de fermentación por L. collinoides 17. A) ácido 
láctico, B) ácido acético y C) manitol.  
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2.3.3. Influencia del pH  
 
Con el objeto de evitar el desarrollo de la alteración del amargor, se estudió la 
influencia de algunas variables (temperatura de almacenamiento y pH de la sidra) sobre la 
síntesis y acumulación del 3-HPA. La selección de estas variables se realizó debido a que 
son controlables por el productor sidrero en condiciones de bodega. Para estudiar la 
influencia de la acidez, se seleccionaron valores de pH habituales en sidra natural (3,3, 3,6 
y 3,9), y los ensayos se realizaron en medio de Carr-m que contenía 5,55 mM de fructosa, 
5,55 mM de glucosa y 55,5 mM de glicerol, a 28 ºC en atmósfera enriquecida con un 5% 
CO2.  
 
Tabla 2.3. Influencia del pH sobre el metabolismo del glicerol y los productos finales de la 
fermentación de azúcares por L. collinoides 17.  
 
Productos finales (mM) 
Ácido láctico pH 
Incubación 
(h) 
DO600 
Consumo de 
glicerol (%) 
Máximo Final 
Ácido 
acético 
1,3-PDL 3-HP 
4,8 66 1,66 100 7,54 1,08 11,5 39,0 23,7 
3,9 64 1,45 100 6,47 0,61 12,5 39,2 21,7 
3,6 160 1,26 93,4 n.d* 1,06 13,6 36,9 15,2 
3,3 160 0,95 79,6 n.d* 0,88 14,4 34,9 13,3 
n.d.*, no determinado;  
 
 
Como se muestra en la Figura 2.4 A, a medida que disminuyó el pH de 4,8 a 3,3 se 
observó una reducción del crecimiento bacteriano y una ralentización del consumo de 
azúcares y de glicerol. Éste fue totalmente consumido en las experiencias a pH 4,8 y 3,9, 
mientras que a pHs de 3,6 y 3,3 se metabolizó el 93,4 y el 79,5%, respectivamente (Tabla 
2.3). La velocidad de degradación de fructosa fue superior a la de glucosa y ambos fueron 
totalmente consumidos en todos los casos (Figura 2.4 B). A ninguno de los pHs 
examinados se detectó la formación de manitol. Tras el consumo total de azúcares, L. 
collinoides 17 comenzó a cometabolizar lactato y glicerol, produciéndose un aumento de la 
concentración de ácido acético.  
 
La producción de 1,3-propanodiol fue similar bajo las diferentes condiciones de pH 
(entre 35 y 39 mM), siendo el principal producto del metabolismo del glicerol (Tabla 2.3). 
Sin embargo, se observó que la síntesis de 3-HP fue dependiente del pH, ya que se 
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detectaron contenidos ligeramente inferiores a pHs 3,3 y 3,6 (Tabla 2.3). En consecuencia, 
la relación cuantitativa 1,3-propanodiol/3-ácido hidroxipropiónico se incrementó de 1,64 a 
2,62 al reducirse el pH de 4,8 a 3,3. También se observó una relación entre el pH, y la 
acumulación y posterior desaparición del 3-HPA. Así, a pHs 3,6 y 3,3 se retrasó el inicio 
de su acumulación y la producción fue muy reducida a pH 3,3 (Fig 2.4 C). Por otra parte, 
se detectó una desaparición completa de 3-HPA a pHs 4,8 y 3,9 tras periodos prolongados 
de incubación, mientras que a pHs más bajos (3,6 y 3,3) no se observó reducción alguna de 
los niveles de 3-HPA. 
 
 
Figura 2.4. Influencia del pH (4,8 ?, 3,9 ♦, 3,6 ?, 3,3 ?) sobre: A) crecimiento celular, B) 
consumo de azúcares, C) producción de 3-HPA y D) consumo de glicerol (55,5 mM) por L. 
collinoides 17. Las líneas continuas representan DO600 y concentración de 3-HPA, fructosa y 
glicerol, mientras que las líneas discontinuas representan la concentración de glucosa. 
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En estos ensayos se evaluó la interacción entre una temperatura baja de 
almacenamiento y un pH de 3,9, sobre la acumulación y estabilidad del 3-HPA en la sidra 
natural. Para ello, la cepa L. collinoides 17 fue inoculada en el medio Carr-m en presencia 
de 5,55 mM de fructosa, 5,55 mM de glucosa y 55,5 mM de glicerol, a pH 3,9 e incubada a 
15 o 28 ºC.  
 
En las experiencias realizadas a 15 ºC se observó una drástica reducción de la 
velocidad de consumo de azúcares y glicerol con respecto a lo obtenido a 28 ºC, lo cual se 
debió a la disminución de la velocidad de crecimiento (Figura 2.5 A). En consecuencia, la 
velocidad de síntesis de 1,3-PDL y 3-HP también se vio ralentizada. A pesar de ello, 
finalizado el periodo de incubación, se cuantificaron concentraciones similares de 1,3-PDL 
y 3-HP a ambas temperaturas (Tabla 2.5), siendo siempre el 1,3-PDL el producto final 
mayoritario. Por otro lado, la producción de 3-HPA a 15 ºC se redujo a la mitad, aunque se 
mantuvo constante durante un periodo de tiempo más prolongado, hasta que finalmente 
desapareció tras 400 h de cultivo (Figura 2.5 B). 
 
Tabla 2.5. Influencia de la temperatura sobre el metabolismo del glicerol y de los productos finales 
de la fermentación de azúcares en L. collinoides 17  
 
Productos finales (mM) 
Ácido láctico 3-HPA Temp. 
ºC 
Incubación 
(h) 
DO600 
Consumo 
glicerol 
(%) Máximo Final 
Ácido 
acético 
1,3-PDL 3-HP 
Máximo Final 
28 66 1,45 100 6,47 0,61 12,5 39,0 6,47 2,72 0 
15 399 1,12 97,9 8,04 2,25 12,5 39,2 8,04 1,33 0 
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detectaron contenidos ligeramente inferiores a pHs 3,3 y 3,6 (Tabla 2.3). En consecuencia, 
la relación cuantitativa 1,3-propanodiol/3-ácido hidroxipropiónico se incrementó de 1,64 a 
2,62 al reducirse el pH de 4,8 a 3,3. También se observó una relación entre el pH, y la 
acumulación y posterior desaparición del 3-HPA. Así, a pHs 3,6 y 3,3 se retrasó el inicio 
de su acumulación y la producción fue muy reducida a pH 3,3 (Fig 2.4 C). Por otra parte, 
se detectó una desaparición completa de 3-HPA a pHs 4,8 y 3,9 tras periodos prolongados 
de incubación, mientras que a pHs más bajos (3,6 y 3,3) no se observó reducción alguna de 
los niveles de 3-HPA. 
 
 
Figura 2.4. Influencia del pH (4,8 ?, 3,9 ♦, 3,6 ?, 3,3 ?) sobre: A) crecimiento celular, B) 
consumo de azúcares, C) producción de 3-HPA y D) consumo de glicerol (55,5 mM) por L. 
collinoides 17. Las líneas continuas representan DO600 y concentración de 3-HPA, fructosa y 
glicerol, mientras que las líneas discontinuas representan la concentración de glucosa. 
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Figura 2.5. Influencia de la temperatura (28 ºC ■ y 15 ºC ♦) sobre el A) 
crecimiento y B) producción de 3-HPA por L. collinoides 17  
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2.4. DISCUSIÓN 
 
En este trabajo se estudiaron varias sidras alteradas con sabores amargos, en que se 
detectó degradación total o parcial del glicerol, además de concentraciones variables de 
1,3-propanodiol, indicando la presencia de bacterias lácticas con actividad glicerol 
deshidratasa. Esta vía metabólica del glicerol es la responsable de la síntesis de 3-HPA, la 
cual se puede deshidratar a acroleína y dar lugar al picado acroleico por combinación con 
los polifenoles de la sidra (Lonvaud-Funel, 2002). En la mayoría de las muestras se 
detectaron poblaciones elevadas de BAL (entre 1,2 y 2,2 x 107 UFC mL-1), que suelen ser 
habituales en sidra natural (Dueñas et al., 1995). Sorprendentemente, en dos de ellas no se 
detectaron poblaciones viables de microorganismos, lo que podría indicar la inhibición del 
crecimiento debido al efecto tóxico del 3-HPA (Vollenweider y Lacroix, 2004). 
 
A partir de estas sidras alteradas se aislaron 67 cepas de bacterias lácticas, a las que 
se examinó su capacidad para degradar glicerol. Para ello fueron cultivadas en anaerobiosis 
en un medio que contenía 55,5 mM de glicerol, cantidad que se encuentra habitualmente en 
las sidras, y diferentes cantidades de glucosa y fructosa, azúcares residuales de esta bebida. 
Entre las cepas analizadas, el 82% presentó la capacidad de consumir glicerol, aunque sólo 
el 40% lo hicieron a través de la vía glicerol deshidratasa. Entre éstas y al igual que en 
sidras francesas (Sauvageot et al., 2000; Claisse y Lonvaud-Funel, 2000), L. collinoides 
fue la especie predominante, aunque también se detectaron 2 cepas de L. diolivorans. La 
presencia de esta última especie no ha sido descrita en sidras francesas alteradas, pero sí en 
un vino con acroleína (Gorga et al., 2002). En sidras vascas, ambas especies han sido 
también relacionadas con la alteración del ahilado (Werning et al., 2006). El resto de las 
cepas que degradan el glicerol (60%) lo habrían consumido a través de la vía glicerol 
quinasa y/o glicerol deshidrogenasa (Pasteris y Strasser de Saad, 2009).  
 
La cepa L. collinoides 17 fue seleccionada para examinar la influencia de diferentes 
factores (concentración de fructosa, pH y temperatura) sobre el metabolismo del glicerol y 
síntesis y acumulación del 3-HPA. Esta cepa no fue capaz de crecer en presencia de 
glicerol como única fuente carbonada, indicando la ausencia de las vías glicerol quinasa y 
glicerol deshidrogenasa, al igual que en otros Lactobacillus aislados de sidras francesas 
(Claisse y Lonvaud-Funel, 2000; Sauvageot et al., 2000) y vinos (Schütz y Radler, 1984). 
Sin embargo, la presencia de fructosa estimuló el consumo de glicerol por la vía glicerol 
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deshidratasa. En ésta, el glicerol se deshidrata a 3-hidropropionaldehído (Enzima 16, 
Figura 2.6), que actúa como aceptor de hidrógeno y se reduce a 1,3-propanodiol mediante 
una 1,3-propanodiol deshidrogenasa (Enzima 17, Figura 2.6). De esta forma se regenera el 
NAD+ necesario para continuar con el catabolismo de los azúcares por la vía de la 6-
fosfogluconato/fosfocetolasa y en consecuencia no se sintetiza etanol pero sí acetato, 
similar a lo descrito en L. reuteri por Lüthi-Peng et al. (2002).  
 
 
Figura 2.6. Ruta heteroláctica del metabolismo de azúcares y vía de la glicerol deshidratasa. (1) 
glucoquinasa, (2) glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, (3) 6-fosfogluconato deshidrogenasa, (4) 
epimerasa, (5) fosfocetolasa, (6) gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa y fosfoglicerato quinasa, 
(7) fosfogliceromutasa y enolasa, (8) piruvato quinasa, (9) lactato deshidrogenasa, (10) acetato 
quinasa, (11) fosfato acetiltransferasa, (12) acetaldehído deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa, 
(13) glucosa fosfato isomerasa, (14) fructoquinasa, (15) manitol deshidrogenasa, (16) glicerol 
deshidratasa, (17) 1,3-propanodiol deshidrogenasa y (18) aldehído deshidrogenasa  
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Por otro lado, se observó que L. collinoides 17 también oxidaba el 3-HPA a 3-HP, 
contrariamente a lo reportado para L. collinoides, aislado de sidras francesas (Gorga et al., 
2002) y L. brevis y L. buchneri aislados de vino y masa ácida de panadería, 
respectivamente (Schutz y Radler, 1984). Sin embargo, estos resultados estaban en 
consonancia con lo descrito por Sobolov y Smiley (1960) y Talarico et al. (1988) para L. 
brevis y L. reuteri. En estas bacterias, el 3-HPA se convertía en cantidades equimolares de 
1,3-PDL y 3-HP mediante una dismutación aldehídica, cuando el glicerol era fermentado 
en ausencia de azúcares. En L. collinoides 17, este comportamiento se observó únicamente 
cuando fue cultivada con una concentración limitante de fructosa (5,55 mM), pero no así a 
concentraciones superiores. En estas condiciones, el compuesto 1,3-propanodiol fue 
siempre el producto mayoritario, de forma similar a lo descrito para L. reuteri (Talarico et 
al., 1988).  
 
La presencia de concentraciones apreciables de 3-HP en todas las condiciones 
sugirió que la enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa (Enzima 17, Figura 2.6), además de 
reducir el 3-HPA a 1,3-PDL era también capaz de catalizar la dismutación del 3-HPA a 
1,3-PDL y 3-HP. En este sentido, se han descrito varias alcohol deshidrogenasas que 
catalizan la dismutación de aldehídos con producción de cantidades equimolares del 
alcohol y ácido correspondiente (Velonia y Smonou, 2000; Mee et al., 2005). Tanto la 
reducción como la dismutación de 3-HPA podrían proporcionar a la bacteria un 
mecanismo para disminuir la concentración intracelular del aldehído tóxico 3-HPA. Sin 
embargo, tampoco se podría descartar la existencia de una aldehído deshidrogenasa que 
tuviese como sustrato el 3-HPA y lo oxidara a 3-HP.  
 
En relación al 3-HPA, precursor de la acroleína, éste se acumuló transitoriamente en 
el medio de cultivo, alcanzando niveles máximos de 6 mM. Se ha descrito que su 
acumulación comienza una vez que cesa la producción de NADH, lo que ocurre tras la 
degradación de los azúcares presentes en el medio de cultivo (Sauvageot et al., 2000; 
Lüthi-Peng et al., 2002). Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo mostraron 
que la acumulación de 3-HPA comenzó cuando todavía existía fructosa en el medio. En 
estas condiciones, este azúcar fue utilizada como aceptor de electrones para reoxidar el 
NADH, produciéndose manitol. Como consecuencia, tendría lugar un incremento de la 
relación NAD+/NADH, favoreciéndose así la acumulación de 3-HPA. Estos resultados 
están de acuerdo con lo reportado por Lüthi-Peng et al. (2002), quienes demostraron que el 
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ratio intracelular NAD+/NADH estaba positivamente correlacionado con la acumulación 
del 3-HPA en L. reuteri. 
 
Tras su acumulación transitoria, el 3-HPA desapareció finalmente en la mayoría de 
las condiciones medioambientales ensayadas, siendo la velocidad de degradación muy 
lenta en los ensayos realizados a 15 ºC. En ausencia de fructosa, el coenzima NADH, 
necesario para la reducción del 3-HPA, pudo provenir de la degradación del lactato (en 
fermentaciones con concentraciones de fructosa de 5,5 y 11,1 mM) o del manitol (en 
fermentaciones con 11,1, 22,2 y 33,3 mM), tal y como se ha descrito en otros 
Lactobacillus (Veiga da Cunha y Foster, 1992; Claisse y Lonvaud-Funel, 2000). Además 
de eliminar 3-HPA, el cometabolismo lactato-glicerol y manitol-glicerol podría 
proporcionar una fuente adicional de ATP para continuar con el crecimiento celular. Sin 
embargo, desde un punto de vista enológico estas cofermentaciones resultan perjudiciales, 
ya que generan ácido acético a partir de acetil-fosfato, lo que provocaría un aumento de la 
acidez volátil. En la sidra natural, se ha constatado una reducción del contenido en glicerol 
a lo largo del periodo de maduración. Teniendo en cuenta los niveles elevados de bacterias 
lácticas en este periodo (Dueñas et al., 2002) estos resultados sugerirían la presencia de 
cepas capaces de degradar glicerol, lo que podría contribuir a la acetificación y a la 
aparición de la alteración del picado acroléico o amargor en estas bebidas. 
 
Finalmente, es destacable que los pHs bajos (3,6 y 3,3) fueron las únicas condiciones 
en las que el 3-HPA no desapareció del medio de cultivo. Por consiguiente, el pH del 
medio de cultivo influyó de manera decisiva en la acumulación de 3-HPA en L. collinoides 
17. Esta mayor estabilidad del 3-HPA podría deberse a que las condiciones más ácidas 
favorecen la transformación de 3-HPA en acroleína (Vollenweider y Lacroix, 2004) o ser 
el resultado de la carencia de fuentes carbonadas durante el periodo de acumulación del 3-
HPA. 
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2.5. CONCLUSIONES 
 
En este trabajo se ha puesto de manifiesto que lactobacilos heterofermentativos, 
mayoritariamente de la especie L. collinoides, están implicados en la alteración del 
amargor en la sidra natural, habiéndose detectado únicamente dos cepas de la especie L. 
diolivorans. Esta microbiota tiene la capacidad de degradar el glicerol a través de la vía 
glicerol deshidratasa, produciéndose el compuesto 3-hidroxipropionaldehído, precursor de 
la acroleína, que por combinación con los polifenoles de la bebida origina compuestos de 
sabor muy amargo. Se pierde además el glicerol, compuesto que aporta cuerpo y suavidad 
a la bebida. 
 
L. collinoides 17 degrada el glicerol por la vía glicerol deshidratasa en presencia de 
glucosa y/o fructosa. Por ello, la composición de la sidra natural durante el periodo de 
maduración o tras el embotellado, es favorable a la degradación del glicerol y a la 
acumulación del 3-hidroxipropionaldehído, ya que contiene fructosa, como azúcar residual 
y glicerol, como producto de la fermentación gliceropirúvica. El compuestos 3-HPA tóxico 
para la célula, puede ser eliminado mediante la degradación de manitol y/o ácido láctico, 
metabolitos que pueden utilizarse como sustratos energéticos. Sin embargo, estas 
transformaciones tienen la desventaja del incremento simultáneo del contenido en ácido 
acético. 
 
Los resultados obtenidos apoyan la idea de que los pHs más ácidos en la sidra 
pueden potenciar el mantenimiento del 3-HPA en el medio y como consecuencia, 
contribuir a su transformación en acroleína y al desarrollo del picado acroleico. 
Igualmente, las bajas temperaturas durante el periodo de maduración y tras el embotellado 
pueden ralentizar la desaparición del 3-HPA. Teniendo en cuenta estos resultados, para 
evitar el desarrollo de la alteración, la sidra debería de ser estabilizada 
microbiológicamente una vez realizada la fermentación maloláctica, mediante el empleo de 
técnicas enológicas tales como un sulfitado adecuado y/o filtración.  
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3.1. INTRODUCCIÓN  
 
Los problemas relacionados con la formación de aminas biógenas afectan a 
numerosos alimentos fermentados como quesos (Novella-Rodríguez et al., 2000), 
embutidos (Suzzia y Gadrini, 2003) y pescados (Lehane y Olley, 2000). Sin embargo, la 
presencia de estos compuestos en bebidas alcohólicas, como vinos (Marcobal et al., 2006; 
Moreno-Arribas y Polo, 2008), cervezas (Izquierdo-Pulido et al., 1996) o sidras (Zee et al., 
1983; Vidal-Carou et al., 1989), ha recavado mayor atención, debido a que el etanol puede 
incrementar el efecto nocivo de las aminas sobre la salud del consumidor. En este sentido, 
aunque no se han establecido oficialmente los límites permitidos de la concentración de 
aminas biógenas en bebidas alcohólicas, en el caso del vino algunos países imponen sus 
propias recomendaciones con respecto a la cantidad máxima de histamina permitida. Entre 
estos países se encuentran Suiza (10 mg L-1), Austria (10 mg L-1), Francia (8 mg L-1), 
Bélgica (entre 5 y 6 mg L-1), Finlandia (5 mg L-1), Holanda (3mg L-1) y Alemania (2 mg  
L-1) (Lehtonen, 1996). 
 
En los últimos años se han realizado numerosos estudios para conocer en 
profundidad el origen y los factores implicados en la producción de aminas biógenas en 
distintos alimentos y bebidas. En el vino, se considera que éstas pueden tener dos orígenes, 
algunas proceden de la materia prima, como cadaverina y putrescina, y han sido asociadas 
con las condiciones sanitarias de la uva (Leitão et al., 2005), mientras que otras se han 
relacionado con el proceso de fermentación. En este sentido, aunque se ha descrito síntesis 
de aminas biógenas por parte de levaduras durante la fermentación alcohólica (Lafon-
Lafourcade, 1975; Torrea y Ancín, 2002; Caruso et al., 2002), generalmente su producción 
se asocia a la acción de las bacterias lácticas durante la fermentación maloláctica (Landete 
et al., 2005a; Marcobal et al., 2006). Además, se ha observado que existen diversos 
factores que pueden influir en la producción y abundancia de aminas biógenas en el vino. 
Entre ellos se encuentran la presencia y concentración de los aminoácidos precursores 
(Herbert et al., 2006), el pH y la concentración de etanol (Izquierdo-Pulido et al., 1996; 
Moreno-Arribas et al., 2003; Marcobal et al., 2006), la cantidad de anhídrido sulfuroso 
(SO2) adicionado (Vidal-Carou et al., 1990), así como las condiciones y prácticas 
empleadas durante el proceso de elaboración (Martín-Álvarez et al., 2006). 
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En cuanto al contenido de aminas biógenas de la sidra, existen muy pocos estudios en 
la bibliografía (Zee et al., 1983; Vidal-Carou et al., 1989), a pesar de que se trata de un 
producto sensible a sufrir este problema. En el caso de la sidra natural del País Vasco 
podría deberse, fundamentalmente, a su falta de estabilización microbiológica después de 
la fermentación maloláctica, lo que conlleva que, por lo general, en la sidra se mantengan 
poblaciones elevadas de bacterias lácticas (en torno a 107 UFC mL-1) (Dueñas et al., 1994), 
entre las que podrían encontrarse cepas con actividad aminoácido descarboxilasa. Además, 
a pesar de que la sidra natural del País Vasco se embotella completamente fermentada, 
mantiene pequeñas cantidades de fructosa y glicerol como fuentes carbonadas residuales, 
lo que posibilita el mantenimiento de poblaciones viables de estas bacterias. Por otro lado, 
el reducido pH de la sidra podría ser otro factor que contribuyera a la producción de 
aminas biógenas, ya que ésta se ha relacionado con los mecanismos de defensa de los 
microorganismos frente a condiciones ácidas del medio (Arena y Manca de Nadra, 2001).  
 
Con el objeto de conocer el contenido en aminas biógenas de la sidra natural del País 
Vasco, y evaluar el potencial riesgo para la salud que supondría el consumo de este 
producto, se ha realizado un estudio sistemático sobre la producción de estas aminas en la 
sidra natural producida de manera industrial en el País Vasco. Para ello, además de 
determinar la incidencia de la presencia de aminas en sidra natural comercializada, se han 
identificado las especies de bacterias lácticas con capacidad para producir estos 
compuestos en sidras, y se ha estudiado la evolución de la concentración de aminoácidos 
libres y aminas biógenas a lo largo del proceso de elaboración industrial de la sidra natural.  
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3.2. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
 
3.2.1. Muestras de sidra natural comercializada 
 
Con el objeto de estudiar la incidencia de las aminas biógenas en sidra natural del 
País Vasco comercializada, se analizaron 24 sidras naturales de la cosecha 2004 adquiridas 
en establecimientos comerciales. Para los análisis químicos, las muestras se centrifugaron 
(16000 rpm, 30 min) y los sobrenadantes fueron filtrados (0,22 m, Millipore). 
 
 
3.2.2. Elaboración de sidra natural y toma de muestras 
 
Para estudiar la evolución de aminas biógenas y aminoácidos libres durante el 
proceso de elaboración de la sidra, se recogieron 76 muestras en las cosechas 2005 y 2006 
de 14 sidrerías a lo largo de las diferentes etapas de elaboración (Tabla 3.1).  
 
Los mostos fueron extraidos a partir de mezclas de variedades de manzana sidrera 
mediante prensa tradicional o neumática (Tabla 3.1). Posteriormente, las sidras se 
elaboraron de forma tradicional, sin adición de SO2, levaduras seleccionadas o 
clarificación enzimática. Se realizaron entre cuatro y seis muestreos en cada sidrería 
dependiendo de la cosecha y las muestras se mantuvieron a 4 ºC hasta su análisis. Todas 
las determinaciones se realizaron, como mínimo, por duplicado. 
 
Tabla 3.1. Variables tecnológicas consideradas en este estudio y número de muestras analizadas  
 
Variable Nº de muestras 
Cosecha  
2005 26 
2006 50 
Tipo de prensa  
1) Tradicional (extracción lenta) 30 
2) Neumática (extracción rápida) 46 
Etapa de elaboración  
1) Mosto de manzana 17 
2) Fermentación alcohólica 16 
3) Final de fermentaciones (alcohólica y FML) 17 
4) Antes de embotellar 16 
5) Después de 3 meses en botella 4 
6) Después de 4 o 5 meses en botella 6 
Nº total de muestras analizadas 76 
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3.2.3. Bacterias lácticas y medios de cultivo 
 
Para el estudio de la capacidad de producir aminas biógenas, se analizaron un total de 
54 cepas de diferentes especies de bacterias lácticas aisladas de sidras naturales: L. 
collinoides (15), L. diolivorans (16), L. plantarum (2), L. suebicus (3), O. oeni (10) y P. 
parvulus (8). Además, como controles positivos se analizaron las cepas de referencia L. 
brevis CECT 216 (productora de tiramina) y Lactobacillus 30a ATCC 33222 (productora 
de histamina y putrescina). Las cepas se mantuvieron congeladas a -80 ºC en los medios de 
cultivo óptimos para cada microorganismo suplementados con glicerol al 20% (v/v). 
 
Las cepas de Lactobacillus y Pediococcus se cultivaron en medio MRS (pH 4,8) 
(Anexo I), mientras que las de O. oeni se crecieron en el medio MLO (pH 4,8) (Anexo I). 
Todas las incubaciones se realizaron a 28 ºC bajo atmósfera suplementada con 5% CO2.  
 
 
3.2.4. Identificación de las cepas de bacterias lácticas 
 
La identificación de las cepas se realizó mediante la amplificación por PCR de un 
fragmento del gen ARNr 16S y su posterior secuenciación, según lo descrito en el apartado 
2.2.5.1 de material y métodos del Capítulo 2. Además, la identidad de las cepas de O. oeni 
se confirmó mediante la reacción de PCR utilizando los cebadores específicos para la 
especie (On1 y On2) según el protocolo descrito por Zapparoli et al. (1998).  
 
 
3.2.5. Determinación de los parámetros convencionales de la sidra 
natural 
 
Con el término parámetros convencionales, se denomina a las determinaciones que se 
realizan en las bodegas y sidrerías, y que dan una idea global de la composición de la sidra 
(pH, densidad, acidez total, grado alcohólico y contenido de SO2). Éstas se realizaron de 
acuerdo a la metodología de la Organización Internacional de la Viña y el Vino (OIV, 
2009). 
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3.2.6. Nitrógeno total 
 
La determinación del nitrógeno total se realizó mediante el método Kjeldahl, con un 
sistema de digestión DK 20 (VELP Scientifica) y un sistema automático de destilación 
UDK 142 (VELP Scientifica). La valoración de las muestras se realizó mediante un 
sistema automático Tritino 702 SM (Metrohn).  
 
 
3.2.7. Análisis de aminas biógenas  
 
Las aminas biógenas se analizaron por duplicado, mediante HPLC en fase inversa 
(RP-HPLC) en un cromatógrafo líquido compuesto por una bomba Waters 600, un detector 
de fluorescencia HP 1046-A (Hewlett-Packard), y un inyector automático WISP 710B 
(Waters) conectado a un ordenador personal. El control del equipo se realizó utilizando el 
programa Millenium32 (Waters). La separación se llevó a cabo en una columna Waters 
Nova-Pack C18 (300 x 3,9 mm i.d., 60 ?, a 4 ?m).  
 
La concentración de aminas biógenas se determinó según el método previamente 
descrito por Marcobal et al. (2005). Para la derivatización precolumna de las aminas, se 
preparó el reactivo disolviendo 350 mg de ortoftaldialdehído (OPA) (Fluka) y 2,5 mL de 2-
β-mercaptoetanol (MEC) (Merck) en 47,5 mL de metanol. Este reactivo debe ser 
preparado como mínimo 24 h antes de su uso y mantenerse a resguardo de la luz. Antes de 
usar el reactivo se filtró y desgasificó. Para la reacción de derivatización se mezclaron de 
forma automática 16 ?L de muestra con 6 ?L de tampón borato (0,4 M, pH 10,5) y 12 ?L 
de la solución derivatizante. Para garantizar una adecuada reacción, la mezcla recorrió un 
tubo de 3 m x 0,5 mm de diámetro interno, durante 1 min antes de llegar a la columna. La 
detección de las aminas derivatizadas se realizó mediante un detector de fluorescencia 
(longitud de onda de excitación 340 nm y longitud de onda de emisión 425nm)  
 
Para la separación de las aminas se generó un gradiente mediante la mezcla de los 
eluyentes A (Na2HPO4 12H2O, 3,6 mg L
-1, pH 8,3) y B (1% de 2-octanol en acetonitrilo y 
eluyente A, en una proporción 70:30, v/v). El flujo de la fase móvil se inició a 0,1 mL  
min-1 y la separación se realizó mediante el programa expuesto en la Tabla 3.2.  
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Tabla 3.2. Programa de gradiente utilizado para la separación de aminas biógenas 
 
Tiempo 
(min) 
Flujo 
(mL min-1) 
%A %B 
0,00 0,01 70,0 30,0 
5,00 0,10 70,0 30,0 
6,00 0,80 70,0 30,0 
20,00 0,80 50,0 50,0 
60,00 0,80 20,0 80,0 
61,00 0,80 70,0 30,0 
80,00 0,80 70,0 30,0 
82,00 0,00 70,0 30,0 
 
 
Para determinar la concentración de aminas biógenas, se preparó una solución patrón 
de las aminas a determinar (1,2 g L-1 de diclorhidrato de histamina, 0,2 g L-1 de clorhidrato 
de metilamina, 0,2 g L-1 de clorhidrato de etilamina, 0,8 g L-1 de tiramina, 1 g L-1 de 
clorhidrato de 2-feniletilamina, 3 g L-1 de diclorhidrato de 1,4-diaminobutano o putrescina 
y 3 g L-1 de diclorhidrato de 1,5-diaminopentano o cadaverina) en etanol al 40% (v/v) y se 
mantuvo a 4 ºC protegida de la luz. Las soluciones estándares se prepararon diariamente, 
diluyendo el patrón en etanol al 10% (v/v). 
 
 
3.2.8. Análisis de aminoácidos 
 
La separación e identificación de los aminoácidos existentes en las muestras se 
realizó mediante RP-HPLC en el cromatógrafo descrito en el apartado 3.2.7, mediante una 
reacción de derivatización precolumna en la que los aminoácidos primarios reaccionan con 
OPA en presencia de ?-mercaptoetanol para formar un complejo detectable por 
fluorescencia. El método empleado fue descrito previamente por Moreno-Arribas et al. 
(1998). 
 
Para la derivatización precolumna de los aminoácidos se preparó el reactivo 
disolviendo 200 mg de OPA en 9 mL de metanol y se enrasaron a 10 mL con una solución 
de tampón borato (0,4 M, pH 10). Se añadieron 160 μL de MEC, y cada dos días, se 
adicionaron 16 μL más para reponer las pérdidas producidas por la evaporación. Este 
reactivo debe ser preparado como mínimo 24 h antes de su uso y mantenerse a resguardo 
de la luz. Antes de usar el reactivo se filtró y desgasificó. 
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El análisis de los aminoácidos se realizó en muestras diluidas (1:2, v/v) en tampón 
borato (0,4 M, pH 10). La reacción de derivatización se realizó de forma automática 
mezclando 12 ?L de la solución derivatizante y 20 ?L de la muestra diluida. La detección 
se realizó mediante un detector de fluorescencia (longitud de onda de excitación 340 nm y 
longitud de onda de emisión 425nm).  
 
Para la separación de los aminoácidos se generó un gradiente mediante la mezcla de 
los eluyentes A: metanol, 10 mM de fosfato sódico (pH 7,3) y tetrahidrofurano en una 
relación de 19:80:1 (v/v/v), y B: metanol y 10 mM de fosfato sódico (pH 7,3) en una 
relación de 80:20 (v/v). La separación se realizó mediante el programa expuesto en la 
Tabla 3.3.  
 
Tabla 3.3 Programa de gradiente utilizado para la detección de aminoácidos 
 
Tiempo 
(min) 
Flujo 
(mL min-1) 
%A %B 
0,00 0,01 100,0 0,0 
2,00 0,10 100,0 0,0 
2,50 1,50 100,0 0,0 
7,50 1,50 85,0 15,0 
12,50 1,50 85,0 15,0 
17,50 1,50 70,0 30,0 
21,50 1,50 60,0 40,0 
33,50 1,30 20,0 60,0 
39,50 1,30 20,0 80,0 
41,00 1,50 100,0 0,0 
57,00 1,50 100,0 0,0 
60,00 0,00 100,0 0,0 
 
 
Los aminoácidos se cuantificaron mediante el método de calibrado externo. Para ello, 
se generó una recta de calibrado para cada aminoácido a determinar. El patrón de calibrado 
se preparó añadiendo ácido glutámico, asparragina, ?-alanina, ?-alanina, ?-aminobutírico 
(GABA), triptófano y ornitina a una solución de aminoácidos estándar (Sigma).  
 
 
3.2.9. Caracterización microbiológica de mostos y sidras 
 
El análisis de las poblaciones de bacterias lácticas, bacterias acéticas y levaduras se 
realizó mediante recuento en placas de MRS-m agar, agar mosto y agar malta, 
respectivamente, según lo descrito en la sección 2.2.1 de material y métodos del Capítulo2.  
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3.2.10. Detección de bacterias lácticas productoras de aminas biógenas 
 
La capacidad de las bacterias lácticas aisladas de sidra para producir aminas 
biógenas se estudió en dos medios diferentes. En el medio sintético semidefinido de Bover-
Cid (Bover-Cid y Holzapfel, 1999) (pH 5,2) (Anexo I), previamente evaluado para la 
detección de bacterias lácticas con actividad aminoácido descarboxilasa (Moreno-Arribas 
et al., 2003), y en sidra natural modificada. Esta última compuesta por sidra natural filtrada 
(0,45 μm, Millipore) y enriquecida con glucosa (0,5 g L-1), clorhidrato de L-ornitina  (1 g 
L-1), clorhidrato de L-histidina (1 g L-1) y sal disódica de L-tirosina (0,4 g L-1) Los ensayos 
en este medio se realizaron a pH 4 y 5,2 y en presencia y ausencia de 0,05 g L-1  de 
piridoxal-5-fosfato. 
 
Para inocular el medio de Bover-Cid, las cepas se propagaron dos veces en medio 
MRS (pH 5,2) suplementado con 0,1 g L-1de fructosa, 20 % de jugo de tomate (v/v) y 
0,005% de piridoxal-5-fosfato. Por otro lado, para evitar la pérdida de viabilidad del 
inóculo en los ensayos realizados en sidra natural modificada, las cepas fueron 
precultivadas dos veces en sidra natural filtrada (pH 4,8) suplementada con glucosa (5 g   
L-1), extracto de levadura (5 g L-1), ácido pantoténico (0,01 g L-1) y tween 80 (1 g L-1), todo 
ello esterilizado por filtración (0,45 m). 
 
Todas las incubaciones se realizaron a 28 ºC durante 7 días en atmósfera enriquecida 
con 5% CO2. Transcurrido este tiempo, se centrifugaron los medios de cultivo (10000 rpm, 
10 min) y los sobrenadantes se almacenaron a -20 ºC hasta su posterior análisis por RP-
HPLC. Todos los ensayos y análisis se realizaron por duplicado. 
 
Para el análisis de los resultados se utilizaron los siguientes métodos estadísticos: el 
análisis de componentes principales, el análisis multifactorial de varianzas y el análisis de 
agrupamientos. Para el procesado de los datos se utilizaron los programas STATISTICA y 
SPSS para Windows, versión 7.1 y 12.0 respectivamente. 
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3.3. RESULTADOS  
 
 
3.3.1. Determinación de aminas biógenas en sidra natural comercializada 
 
Para conocer el contenido en aminas biógenas de la sidra natural, se utilizó un 
método de RP-HPLC desarrollado para la determinación de aminas en vinos (Marcobal et 
al., 2005). Esta técnica es la más utilizada para la determinación de estos compuestos en 
alimentos y bebidas, y un método basado en RP-HPLC ha sido recientemente aprobado 
como método de referencia para la determinación de aminas biógenas en vinos por la OIV. 
El método empleado en el presente trabajo requiere para su empleo, de columnas 
estacionarias de fase reversa, una etapa de derivatización precolumna mediante el empleo 
del reactivo OPA/MEC y la detección de las aminas derivadas mediante fluorescencia. La 
Figura 3.1 muestra a modo de ejemplo el cromatograma de una solución estándar de 
aminas biógenas y de una de las muestras de sidra analizadas. 
 
Las condiciones analíticas de este método fueron previamente validadas en vino 
(Marcobal et al., 2005), por lo que para su aplicación en sidras se evaluó el efecto de la 
matriz. Para ello, se añadieron diferentes concentraciones de las aminas a determinar (entre 
0,25 y 30 mg L-1) a una sidra natural y se cálculo su recuperación. Estos ensayos se 
realizaron en cinco sidras y, al compararlos con los blancos realizados con agua, se 
obtuvieron valores elevados de recuperación para todas las aminas (entre 96% y 105%). 
Una vez confirmada la idoneidad del método, se analizaron las 24 sidra naturales y se 
obtuvieron los resultados que se muestran en la Tabla 3.2.  
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Figura 3.1. Cromatograma obtenido por RP-HPLC para A) solución estándar y B) muestra de sidra 
natural. 1) histamina, 2) metilamina, 3) etilamina, 4) tiramina, 5) feniletilamina, 6) putrescina y 7) 
cadaverina.  
 
 
En las sidras analizadas no se detectó presencia de cadaverina ni metilamina, aunque 
si bajas concentraciones de etilamina (5,38 mg L-1) en una sidra y feniletilamina (2,11 mg 
L-1) en otra. Putrescina, histamina y tiramina fueron las aminas biógenas detectadas con 
mayor frecuencia (50, 37,5 y 33,3 % de las sidras, respectivamente) y a concentraciones 
más elevadas. Se detectaron concentraciones medias de putrescina de 3,56 ± 4,15 mg L-1 
(entre 0 y 12,25 mg L-1), mientras que las de histamina y tiramina fueron de 1,08 ± 1,92 
mg L-1 (entre 0 y 6,93 mg L-1) y 1,30 ± 1,95 mg L-1 (entre 0 y 5,03 mg L-1), 
respectivamente. Cabe destacar que en las muestras en las que se detectó una elevada 
concentración de alguna de estas aminas, también se observaron concentraciones 
0.00 20.00 40.00 60.00 
10.00 
20.00 
30.00 
40.00 
60.00 
50.00 
1 3 
4 
5
b 
10.00 
20.00 
30.00 
40.00 
60.00 
50.00 
0.00 20.00 40.00 60.00 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7
a 
1 
2 
3 
4 
5 
7 
6 
1 
3 4 
5 
A 
B 
Minutos
Minutos
mV 
mV 
6
3. AminAs biógenAs en sidrA nAturAl del pAÍs vAsco
107
3. Resultados 
 
 
 87 
generalmente elevadas de las otras dos, al igual que ocurre en vinos (Soufleros et al., 1998; 
Vazquez-Lasa et al., 1998; Marcobal et al., 2005) y en otras sidras españolas (Vidal-Carou 
et al., 1989).  
 
Tabla 3.2. Contenido en aminas biógenas de las sidras naturales comercializadas. 
 
Muestra de 
sidra 
 
Histamina 
(mg L-1) 
Tiramina 
(mg L-1) 
Putrescina 
(mg L-1) 
Suma 
(mg L-1) 
1  3,03 4,81 9,39 17,23 
2  n.d. n.d. 7,31 7,31 
3  n.d. n.d. n.d. n.d. 
4  3,29 5,03 10,82 19,25 
5  n.d. n.d. n.d. n.d. 
6  n.d. n.d. n.d. n.d. 
7  n.d. n.d. n.d. n.d. 
8  n.d. 2,01 4,89 6,91 
9  1,64 n.d. 3,32 4,92 
10  1,08 n.d. 4,27 5,35 
11  1,03 3,95 5,21 10,19 
12  n.d. n.d. n.d. n.d. 
13  5,83 4,25 10,08 20,16 
14  n.d. n.d. n.d. n.d. 
15  0,93 3,03 4,51 8,47 
16  n.d. n.d. n.d. n.d. 
17  n.d. n.d. n.d. n.d. 
18  n.d. 4,03 7,31 11,34 
19  2,21 n.d. 6,01 8,22 
20  n.d. n.d. n.d. n.d. 
21  n.d. n.d. n.d. n.d. 
22  n.d. n.d. n.d. n.d. 
23  6,93 4,08 12,25 23,26 
24  n.d. n.d. n.d. n.d. 
Media  1,08 1,30 3,56 5,94 
Desviación 
estándar 
 1,92 1,95 4,15 7,49 
n.d. no detectado 
 
 
La Tabla 3.3 resume los otros parámetros analíticos determinados en estas sidras. Las 
sidras naturales del País Vasco, a diferencia de las sidras francesas (Leguerinel et al., 1987) 
e inglesas (Beech y Carr, 1977) que suelen contener cantidades elevadas de azúcares 
reductores, se embotellan una vez completadas las fermentaciones, por lo que solo se 
detectaron pequeñas cantidades de fructosa (entre 0,01 y 1,54 g L-1). El grado alcohólico se 
situó entre 5,6% y 7,6% (v/v) y se registraron valores de pH cercanos a 4. En relación a la 
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fermentación maloláctica, se detectaron niveles muy reducidos de ácido L-málico (entre 
0,01 y 0,24 g L-1) en comparación con los de ácido L-láctico (entre 2,93 y 4,56 g L-1). 
Además, todas las sidras mostraron niveles relativamente elevados de acidez volátil (entre 
1,33 y 3,28 g L-1 de ácido acético), baja concentración de glicerol (entre 0,01 y 3,69 g L-1) 
y cantidades variables de 1,3-propanodiol (entre 0,58 y 3,22 g L-1). 
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Para conocer el patrón de agrupamiento de las muestras en función de la información 
recabada a partir las 14 variables analizadas en las Tablas 3.1 y 3.2, se aplicó el análisis 
cluster. El dendrograma obtenido se muestra en la Figura 3.2. La distancia euclídea se 
toma como medida de proximidad entre las muestras y el método de unión es el de Ward. 
Las muestras se agruparon en dos grandes grupos. En general, en las 10 muestras del grupo 
1 se detectaron, en comparación con las muestras del grupo 2, niveles superiores de 1,3-
propanodiol, putrescina, tiramina e histamina, y concentraciones inferiores de glicerol y 
ácido láctico.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.2. Dendrograma obtenido a partir de los parámetros analizados en las muestras de sidra 
comercializada. 
 
 
También se realizó un análisis de componentes principales para establecer las 
relaciones entre la concentración de aminas biógenas y los parámetros químicos 
analizados. En este análisis se obtuvieron cuatro componentes principales que explicaron el 
73% de la varianza total de los datos. El primero, explicaba el 32,6% de la varianza total y 
estaba estrechamente correlacionado con putrescina (-0,89), tiramina (-0,88), 1,3-
propanodiol (-0,86), glicerol (0,82) e histamina (-70). Y el segundo, que explicaba el 
20,5% de la varianza total, estaba correlacionado, principalmente, con el pH (-0,87) y 
grado alcohólico (-0,78). La Figura 3.3 muestra la representación de las 24 muestras de 
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sidra en el plano definido por ambos componentes principales. Las 10 muestras del grupo 1 
se agruparon en la parte izquierda del plano, mientras que las 14 del grupo 2 lo hicieron en 
la parte derecha del plano siguiendo el mismo patrón de la Figura 3.2. Las muestras del 
grupo 1 mostraron valores más bajos del primer componente principal, lo que sugería que 
era éste el que diferencia las sidras en dos grupos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.3. Representación de las muestras de sidra comercializada en el plano definido por las dos 
primeras componentes principales. 
 
 
Por último, se estudiaron los coeficientes de correlación entre la histamina, tiramina 
y putrescina, y el resto de parámetros analizados con el fin de determinar una posible 
relación entre ellos. Los valores de los coeficientes de correlación (r) significativamente 
diferentes de cero (P <0,05) se recogen en la Tabla 3.4.  
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Tabla 3.4. Coeficientes de correlación (r) entre aminas biógenas y otros parámetros químicos 
analizados.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
* P< 0,05 todos los coeficientes son significativamente diferentes 
de cero  
 
 
Se observó una correlación positiva (P<0,05) entre las aminas tiramina y putrescina 
(0,83), histamina y putrescina (0,81) e histamina y tiramina (0,67). También se comprobó 
que la acumulación de éstas, estaba correlacionada con el glicerol y 1,3-propanodiol. Se 
observó que las tres aminas estaban negativamente correlacionadas con el glicerol               
(r = -0,49, -0,62 y -0,72 para histamina, tiramina y putrescina, respectivamente), mientras 
que la tiramina y putrescina se encontraban positivamente correlacionadas con el 1,3-
propanodiol (r = 0,64 y 0,67, respectivamente), uno de los productos finales del 
metabolismo del glicerol en bacterias lácticas. Además, se detectó una correlación negativa 
entre glicerol y 1,3-propanodiol (-0,81), lo que indicaba que en las sidras naturales 
analizadas el glicerol había sido degradado a 1,3-propanodiol. 
 
 
3.3.2. Detección de bacterias lácticas productoras de aminas biógenas 
aisladas de sidra natural del País Vasco 
 
Debido a la falta de estudios sobre la producción de aminas biógenas por bacterias 
lácticas de la sidra, en este trabajo se analizó la actividad aminoácido descarboxilasa de 54 
de estas cepas: 15 L. collinoides, 16 L. diolivorans, 2 L. plantarum, 3 L. suebicus, 10 O. 
oeni y 8 P. parvulus, empleando el medio de Bover-Cid y sidra natural. La producción de 
aminas biógenas por parte de estas cepas en el medio de Bover-Cid se muestra en la Tabla 
3.5. 
Variables  r* 
Histamina - Tiramina  0,67 
Histamina - Putrescina  0,81 
Tiramina - Putrescina  0,83 
Histamina - Glicerol  -0,49 
Tiramina - Glicerol  -0,62 
Putrescina - Glicerol  -0,72 
Tiramina - 1,3-Propanodiol  0,64 
Putrescina - 1,3-Propanodiol  0,67 
Glicerol - 1,3-Propanodiol  -0,81 
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Tabla 3.5. Producción de aminas biógenas por las cepas de bacterias lácticas aisladas de sidra 
natural. 
 
  Histamina Tiramina Putrescina 
Bacterias lácticas
a
 N
b
 BC
c
 HPLC
d
 BC HPLC BC HPLC 
L. brevis CECT216  0 -- 1 1 1 -- 
Lactobacillus 30a  1 1 0 -- 1 1 
L. collinoides 15 1 1 0 -- 0 -- 
L. diolivorans 16 3 3 1 1 0 -- 
L. plantarum 2 0 -- 0 -- 0 -- 
L. suebicus 3 0 -- 0 -- 0 -- 
O. oeni 10 0 -- 1 1 0 -- 
P. parvulus 8 0 -- 0 -- 0 -- 
aTaxón confirmado por secuenciación 16S rRNA. bN, número de cepas 
analizadas. cBC, Número de cepas positivas en el medio de Bover-Cid (BC). 
dHPLC, Número de cepas positivas mediante RP-HPLC.  
 
 
La mayor parte de los procedimientos de identificación de microorganismos con 
actividad aminoácido descarboxilasa, se realizan en medios de cultivo diferenciales que 
contienen un indicador de pH. En estos medios, un resultado positivo se observa como un 
cambio del color del indicador hacia púrpura, debido a la variación del pH, que es 
consecuencia de la producción aminas, las cuales son más alcalinas que sus aminoácidos 
precursores. En este trabajo, se utilizó un medio descarboxilasa modificado, suplementado 
con piridoxal-5-fosfato, el cual tiene un efecto potenciador de la actividad aminoácido 
descarboxilasa de los microorganismos (Gale, 1946). Este medio fue desarrollado por 
Bover-Cid y Holzapfel (1999) y, posteriormente, utilizado con éxito para el estudio de un 
gran número de bacterias lácticas de cultivo exigente, como son las cepas de O. oeni 
aisladas de vinos y mostos de uva (Moreno-Arribas et al., 2003).  
 
La idoneidad de este medio de cultivo para la identificación de bacterias lácticas 
productoras de aminas biógenas, se demostró comparando los resultados obtenidos 
mediante el indicador de pH con los determinados por RP-HPLC (Tabla 3.5). En trabajos 
anteriores se habían reportado falsos positivos como consecuencia de la formación de otros 
compuestos alcalinos en los medios sintéticos (Rodríguez-Jerez et al., 1994; Roig-Sagues et 
al., 1996; Moreno-Arribas et al., 2003). Sin embargo, en este estudio se obtuvieron 
idénticos resultados mediante ambas técnicas (Tabla 3.5).  
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Entre las cepas O. oeni y P. parvulus analizadas no se reportó producción de 
histamina (Tabla 3.5), mientras que se detectaron tres cepas de L. diolivorans y una de L. 
collinoides capaces de producirla. La actividad tirosina descarboxilasa fue detectada en una 
cepa de O. oeni y en otra de L. diolivorans. Sin embargo, entre las cepas analizadas no se 
encontró ninguna capaz de sintetizar putrescina, amina mayoritaria en sidra natural 
(Tabla3.2). 
 
La capacidad de sintetizar histamina y tiramina de las cepas productoras de aminas en 
medios de cultivo, fue confirmada en los esayos realizados en sidra natural modificada (pH 
4 y 5,2) (Tabla 3.6). La producción de aminas fue significativamente inferior en sidra y la 
mayor productora de histamina fue L. diolivorans 18. Además, las cepas de esta especie 
mostraron una gran variabilidad en relación a la producción de esta amina. En relación a la 
producción de tiramina, la cepa O. oeni 38 fue la que produjo las mayores concentraciones 
en sidra. Por otro lado, tanto la síntesis de histamina como de tiramina en las cepas 
productoras fue superior a pH 5,2 que a pH 4, debido a que se trata de condiciones más 
favorables para el crecimiento y la actividad enzimática aminoácido descarboxilasa (Bover-
Cid y Holzapfel, 1999). 
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3.3.3. Evolución de los aminoácidos y aminas biógenas a lo largo del 
proceso de elaboración de la sidra natural del País Vasco 
 
Para estudiar la evolución de los compuestos nitrogenados a lo largo de la 
elaboración de sidra se analizaron 76 muestras obtenidas a escala industrial. Éstas fueron 
producidas en 14 sidrerías, en las cosechas 2005 y 2006, mediante dos tipos de prensa 
(tradicional o neumática) y recogidas en las diferentes etapas de la elaboración. En cada 
una de estas muestras, se realizó el análisis de aminoácidos libres, aminas biógenas y de 
otros parámetros químicos y microbiológicos según se describe en el apartado de 
materiales y métodos. Los valores de la media, desviación estándar y el rango de cada 
variable analizada se muestran en la Tabla 3.7.  
 
Sobre los datos obtenidos se aplicó un análisis multifactorial de varianzas con el fin 
de conocer la influencia de la cosecha (2005 y 2006) y de los factores tecnológicos 
estudiados como el tipo de prensa (extracción lenta o rápida) y la etapa de elaboración, 
sobre cada una de las variables analizadas (Tabla 3.7). Como se puede observar, la etapa de 
elaboración presentó un efecto estadísticamente significativo (P<0,05) sobre la mayoría de 
las variables analizadas a excepción de la metilamina, etilamina, tiramina, cadaverina y la 
población de bacterias lácticas. La cosecha, también, tuvo una influencia significativa 
(P<0,05) sobre muchas de las variables analizadas, mientras que el tipo de prensa no 
presentó efecto estadísticamente significativo (P<0,05) sobre la mayoría de ellas.  
 
Existe poca información disponible acerca de los compuestos nitrogenados y la 
concentración de aminoácidos libres como precursores de aminas biógenas en la 
elaboración de sidra. En este estudio, se observaron diferencias significativas en las 
concentraciones de la mayoría de aminoácidos en relación al año de vendimia, a excepción 
de asparragina, treonina, α-alanina, ácido γ-aminobutírico (GABA), valina, fenilalanina y 
leucina. En general, la concentración de la mayoría de los aminoácidos fue superior en las 
muestras de la cosecha 2005 que en las de 2006 (Tabla 3.7). Por otro lado, las diferencias 
fueron significativas para todos los aminoácidos en relación a la etapa de elaboración, 
mientras que el tipo de prensa no produjo efecto significativo sobre la mayoría de 
aminoácidos. 
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Respecto a la concentración inicial de aminoácidos de los mostos de manzana, fueron 
asparragina y ácido aspártico los más abundantes, seguidos del ácido glutámico, glutamina, 
ácido α-aminobutírico (aba) y α-alanina. Las concentraciones medias de estos compuestos 
en los mostos de manzana de los dos años estudiados fueron 12,34, 11,12, 4,87, 5,28, 6,29 
y 6,42 mg L-1, respectivamente. Para tener una visión global de la evolución de los 
aminoácidos durante el proceso de elaboración, la Figura 3.4 A muestra la evolución de la 
suma de aminoácidos libres en este periodo. Es de destacar la drástica reducción de la 
suma de aminoácidos libres en las primeras etapas de elaboración (entre las etapas 1 y 3), 
así como su posterior aumento en la sidra embotellada (etapas 5 y 6) de la cosecha 2005. 
 
El nitrógeno total fue la única variable influenciada por el tipo de prensa, además de 
por la etapa de elaboración, registrándose valores inferiores de este parámetro en los 
mostos obtenidos mediante la extracción rápida (Tabla 3.7). En este caso, también se 
detectó un aumento de la concentración de nitrógeno total en las sidras embotelladas 
(Figura 3.4 B). 
 
En la Figura 3.5, se representa la evolución de algunos aminoácidos (treonina, serina, 
arginina y ornitina) a lo largo del proceso de elaboración de la sidra. Se observa una 
progresiva reducción de todos los aminoácidos durante este periodo hasta desaparecer 
prácticamente del medio en las últimas etapas. Es de señalar, que en algunas de las 
muestras de la cosecha 2005, se observa un ligero aumento de las concentraciones de 
treonina y serina una vez embotelladas las sidras. 
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Figura 3.4. Medias e intervalos de confianza del 95% para A) la suma de aminoácidos libres (en 
líneas continuas (—), los resultados obtenidos para la cosecha 2005 y líneas discontinuas (- - -), 
para la cosecha 2006) y B) contenido del nitrógeno total de las muestras durante el proceso de 
elaboración de la sidra natural (en líneas continuas (—), resultados obtenidos para el prensado con 
prensa tradicional (prensado lento) y líneas discontinuas (- - -) para el prensado con prensa 
neumática (prensado rápido) 
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En relación a la evolución de aminas biógenas, no se apreciaron grandes cambios en 
su contenido durante la elaboración de sidra natural, si se comparan con los registrados 
para la concentración de aminoácidos (Tabla 3.8). La putrescina fue la única amina 
presente en todos los mostos de las dos cosechas analizadas, con unos valores máximos de 
6,65 mg L-1 en 2005 y 3,17 mg L-1 en 2006. El análisis estadístico mostró diferencias 
significativas de putrescina en relación a la etapa de elaboración y el año de vendimia 
(Tabla 3.7). En los mostos iniciales del 2005, se detectaron cantidades de putrescina del 
orden de 6 mg L-1, que se mantuvieron inalterables durante las primeras etapas de la 
elaboración, aunque posteriormente su concentración se redujo a la mitad (Figura 3.6). Los 
mostos de la cosecha 2006, presentaron niveles de putrescina notablemente inferiores a los 
de 2005 (entre 2,19 y 2,91 mg L-1) y se mantuvieron constantes durante todo el proceso de 
elaboración.  
 
La histamina fue la segunda amina biógena más abundante en la sidra de los dos años 
estudiados (1,03 y 1,53 mg L-1, respectivamente), mientras que la tiramina solo se detectó 
en una única muestra de sidra (1,36 mg L-1). En relación a los factores que influyen sobre 
la formación de histamina, se observó que tanto la etapa de elaboración como la cosecha 
eran estadísticamente significativos (Tabla 3.7). En la sidra de la cosecha 2005, solo se 
detectó histamina al final del proceso (Figura 3.6 B). Sin embargo, en la cosecha 2006 ya 
se detectaron pequeñas cantidades de histamina en el mosto de manzana (entre 1,4 y 1,55 
mg L-1) y no se observaron posteriores variaciones en su contenido.  
 
Las aminas feniletilamina y cadaverina (4 y 6 mg L-1, respectivamente) se detectaron 
únicamente durante la elaboración de la sidra en dos de las sidrerías estudiadas en la 
cosecha 2005, aunque desaparecieron antes de ser embotelladas. Además, se encontraron 
cantidades muy pequeñas de metilamina y etilamina (<1 mg L-1) y no se apreciaron 
cambios en su contenido durante la elaboración de la sidra ni en relación a la cosecha. 
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Figura 3.6. Medias e intervalos de confianza del 95% para el contenido en los aminoácidos A) 
putrescina e B) histamina en las muestras a lo largo del periodo de elaboración de la sidra natural. 
En líneas continuas (—), los resultados obtenidos para la cosecha 2005 y líneas discontinuas (- - -) 
para la cosecha 2006. 
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En lo que se refiere a la evolución de las poblaciones microbianas, en los mostos de 
manzana se observaron poblaciones elevadas de levaduras. Éstas sufrieron un repunte 
durante la fermentación alcohólica, seguido de un posterior declive (Figua 3.7 A). Sin 
embargo, las bacterias lácticas se mantuvieron en poblaciones elevadas durante todo el 
proceso de elaboración (entre 105-107 UFC mL-1) (Figura 3.7 D). Además, es de señalar la 
reducción simultánea de la densidad y del contenido en ácido L-málico que se detectó en 
las etapas iniciales de la elaboración (Figura 3.7 B, C). 
 
Los aminoácidos (histidina, tirosina y ornitina) precursores de las aminas biógenas 
mayoritarias en la sidra natural (histamina, tiramina y putrescina, respectivamente), se 
detectaron en concentraciones muy reducidas en los mostos de manzana. Se encontraron 
niveles de histidina entre 0,36 y 3,21 mg L-1 en 9 de las 13 muestras de la cosecha 2006 y 
entre 2,4 y 2,7 mg L-1 en la de 2005. Después de su completa desaparición asociado al 
crecimiento de levaduras y bacterias lácticas, se detectó un ligero aumento de histidina en 
las últimas etapas de la elaboración (etapas 5 y 6). En concreto, la histidina se detectó en 
dos sidras de la cosecha 2005, en las que, a su vez, se observó formación de histamina. En 
relación a la evolución del aminoácido tirosina, precursor de la tiramina, se observó un 
comportamiento similar al de la histidina. Se observó un ligero aumento de la 
concentración de tirosina en las etapas finales de la elaboración, aunque solo una de las 
sidras presentó trazas de tiramina (1,3 mg L-1). En estas etapas la microbiota predominante 
estaba compuesta por bacterias lácticas en poblaciones entre 106 y 107 UFC mL-1, 
posiblemente con actividad histidina descarboxilasa, las cuales podrían utilizar los 
compuestos nitrogenados excretados por las levaduras al final de la fermentación (Beech, 
1972). 
 
Otro hallazgo relevante fue la reducción o desaparición de la arginina durante la 
elaboración de la sidra (Figura 3.5 C). Se ha descrito que las bacterias lácticas 
heterofermentativas, microbiota principal de la sidra (Dueñas et al., 1994), pueden 
degradar este aminoácido produciendo ornitina mediante la vía arginina deiminasa (Liu et 
al., 1995). Sin embargo, se detectó una reducción de la concentración de ornitina similar a 
la de la arginina durante este periodo (Figura 3.5 D).  
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3.4. DISCUSIÓN 
 
Como se observa en la Figura 1, la técnica de RP-HPLC proporcionó una buena 
separación de las aminas biógenas de posibles interferencias, principalmente de 
aminoácidos que eluyen en los primeros minutos del cromatograma y que, por tanto, no 
causan problemas en el análisis de las aminas. La identificación de las aminas biógenas en 
las sidras se realizó en base a los tiempos de retención mediante la comparación con los de 
las soluciones de referencia.  
 
La cantidad total de aminas biógenas detectada en la sidra comercializada fue inferior 
a los niveles reportados por diferentes autores en vinos (Marcobal et al., 2005; Marcobal et 
al., 2006) o cervezas (Izquierdo-Pulido et al., 1996) (Tabla 3.9). La histamina se ha 
relacionado a menudo con la intoxicación histamínica o escombroidosis (Hálasz et al., 
1994). No obstante, la cantidad máxima de histamina detectada en las sidras fue inferior al 
umbral de toxicidad propuesto para otros alimentos. Incluso tomando en cuenta el hecho de 
que la sidra natural es una bebida alcohólica, el nivel de monoaminas aromáticas fue 
inferior al considerado necesario para producir un efecto fisiológico (histamina 20 mg L-1, 
tiramina entre 25 y 40 mg L-1 y feniletilamina 3 mg L-1) según los datos de la bibliografía 
(Bauza et al., 1995). 
 
Tabla 3.9. Contenido en aminas biógenas de diferentes bebidas fermentadas 
 
Aminas biógenas (mg L-1) 
Bebida 
Putrescina Histamina Tiramina 
Referencia 
 
Sidra n.d. 0,40 ± 0,42 0,8 ± 1,13 Vidal-Carou et al., 1989 
Vino tinto 6,05 ± 10,6 4,46 ± 5,70 3,13 ± 4,42 Marcobal et al., 2006 
Cerveza  4,8 ± 2,3 1,2 ± 2,4 6,5 ± 9,0 Izquierdo-Pulido et al., 1996 
Sidra Natural 3,56 ± 4,15 1,08 ± 1,92 1,30 ± 1,95 Garai et al., 2006 
 
n.d. No determinado 
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La putrescina fue la amina mayoritaria y la que más contribuyó al contenido total de 
aminas de las sidras, de forma similar a lo que ocurre en vinos (Landete et al., 2005a; 
Marcobal et al., 2005; González-Marco y Ancín-Azpilicueta 2006; Martín-Álvarez et al., 
2006) y cervezas (Izquierdo-Pulido et al., 1996; Slomkowsaka y Ambroziak, 2002). En 
estas bebidas, la putrescina se considera, en parte, un constituyente natural, debido a que 
procede de la materia prima utilizada en su elaboración, aunque también puede originarse 
como consecuencia de la actividad aminoácido descarboxilasa de bacterias lácticas que 
contienen los genes correspondientes (Marcobal et al., 2004). Los niveles de putrescina 
detectados en el presente trabajo fueron notablemente superiores a los reportados por Zee 
et al. (1983) en sidras canadienses, en las que la concentración de putrescina fue de 0,2 mg 
L-1 y no se encontró histamina ni tiramina. La cantidad de estas dos aminas, también fue 
superior a las cuantificada por Vidal-Carou et al. (1989) en 10 sidras españolas analizadas. 
Según Zee et al. (1983), la baja cantidad de aminas detectadas en las sidras canadienses, 
podría deberse al hecho de que los mostos de manzana se pasteurizan antes de la 
fermentación, con lo que se eliminarían los microorganismos responsables de la actividad 
descarboxilasa. Es más, las sidras canadienses raramente realizan la fermentación 
maloláctica, indicativo de la no existencia de grandes poblaciones de bacterias lácticas, 
principales microorganismos con actividad aminoácido descarboxilasa. Este no es el caso 
de las sidras analizadas en este trabajo, en las cuales la relación entre el ácido L-láctico y 
L-málico indicó que todas habían realizado la fermentación maloláctica, como se ha 
descrito en sidras asturianas (Piccinelli et al., 2000). Esta fermentación es sumamente 
importante desde el punto de vista de las cualidades sensoriales del producto, ya que 
reduce la acidez y la astringencia de las sidras (Piccinelli et al., 2000). Además, estas sidras 
no se estabilizan microbiológicamente antes de ser embotelladas, por lo que pueden 
contener diferentes especies de bacterias lácticas, mayoritariamente especies de 
Lactobacillus heterofermentativos y O. oeni, capaces de producir aminas biógenas, como 
ya se ha reportado anteriormente (Del Campo et al., 2003).  
 
En relación al resto de parámetros analizados en estas sidras, otra característica 
común entre las sidras vascas fueron los niveles, relativamente, elevados de acidez volátil 
(expresado como g L-1 de ácido acético) que también fueron observados en sidras 
asturianas (Piccinelli et al., 2000). Éstos afectan negativamente a las cualidades 
organolépticas de la sidra como resultado del picado acético; el código alimentario español 
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permite concentraciones inferiores a 2,2 g L-1 de ácido acético. El ácido acético se puede 
sintetizar en todas las etapas de elaboración de la sidra, por tratarse de un producto 
metabólico de diferentes tipos de microorganismos. En sidra natural su máxima producción 
se detecta después de la fermentación maloláctica (Dueñas et al., 1994), debido a la falta de 
estabilización microbioógica del producto después de esta fermentación. Otra consecuencia 
de la no estabilización microbiológica del producto es el consumo de glicerol, formado por 
las levaduras durante la fermentación y que contribuye a las cualidades sensoriales de 
sidras y vinos, ya que aporta cuerpo y untuosidad a la bebida. Es por ello que su 
degradación tiene una influencia negativa sobre la calidad del producto (Picinelli et al., 
2000). Las pequeñas cantidades de glicerol detectadas en las sidras analizadas, eran 
indicativo de la actividad microbiana de bacterias lácticas heterofermentativas, las cuales 
pueden consumir glicerol por diferentes vías metabólicasla (Pasteris y Strasser de Saad, 
2009). Sin embargo, la presencia 1,3-propanodiol en las muestras indicaba que era 
degradada, al menos en parte, a través de la vía glicerol deshidratasa. 
 
El análisis de componentes principales puso de manifiesto que en las sidras con 
concentraciones de 1,3-propanodiol más elevadas, también se encontraban mayores 
cantidades de histamina, tiramina y putrescina. Esto podría indicar que las bacterias 
lácticas responsables de la degradación del glicerol son, a su vez, las principales 
responsables de la producción de aminas biógenas en sidra natural. Para confirmar esta 
hipótesis se evaluó la capacidad de las BAL aisladas de sidra para producir putrescina, 
tiramina e histamina (aminas biógenas más prevalentes en sidra natural). Existen estudios 
donde se aislaron e identificaron las especies responsables de la acumulación de aminas en 
bebidas fermentadas como vinos (Moreno-Arribas et al., 2000; Constantini et al., 2006) y 
cervezas (Izquierdo-Pulido et al., 1996). Sin embargo, las especies de bacterias lácticas 
comúnmente aisladas de sidras no habían sido incluidas en trabajos previos. 
 
Entre la microbiota de bacterias lácticas de la sidra, la especie L. diolivorans, la cual 
no había sido descrita como productora de aminas biógenas previamente, fue la que mostró 
la mayor proporción de aislados con actividad aminoácido descarboxilasa. Se detectaron 
tres cepas, productoras de histamina (L. diolivorans 18, 20 y 22) y una de tiramina (L. 
diolivorans 54). Es de destacar que, previamente, Del Campo et al. (2000) también 
detectaron la capacidad de producir histamina en seis cepas de Lactobacillus spp. aislados 
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de sidra. Estos resultados sugieren que la especie L. diolivorans podría realizar una 
contribución considerable a la acumulación de aminas durante la elaboración de sidra. Por 
otro lado, también se detectó una cepa de L. collinoides capaz de sintetizar esta amina, lo 
que tampoco había sido reportado previamente. L. collinoides y L. diolivorans habían sido 
relacionadas previamente con diferentes alteraciones bacterianas de vinos y sidras, como el 
picado acroléico (Claisse y Lonvaud-Funel, 2001; Gorga et al., 2002; Sauvageot et al., 
2002), o el ahilado (Werning et al., 2006), pero nunca con la producción de aminas 
biógenas.  
 
Por el contrario, no se detectó producción de histamina por O. oeni, a diferencia de lo 
mostrado por otros autores en sidra (Del Campo et al., 2000) y vino (Coton et al., 1998; 
Guerrini et al., 2002; Landete et al., 2005b), ni por P. parvulus, principal responsable de la 
acumulación de esta amina en vino (Delfini 1989; Landete et al., 2005b). La razón de esta 
discordancia podría deberse, en parte, al hecho de que la capacidad de producción de 
aminas es una característica asociada a la cepa y no a la especie, y que pudiera estar, 
además, influenciada por otros factores (como la disponibilidad de sustratos, condiciones 
de cultivo y nutrientes, pH o etanol) que interactuaran favoreciendo la producción de 
aminas biógenas. Además, tampoco se podría descartar la aparición de falsos positivos en 
los métodos de detección de la actividad descarboxilasa como consecuencia de la 
formación de otros compuestos alcalinos (Rodríguez-Jerez et al., 1994; Roig-Sagues et al., 
1996; Moreno-Arribas et al., 2003).  
 
Por otro lado, se detectó producción de tiramina en una cepa de O. oeni, lo que no es 
muy común en esta especie. Esta amina, a pesar de ser la más frecuentemente producida 
por las bacterias lácticas (Silla-Santos, 1996; Bover-Cid y Holzaptel, 1999), hasta la fecha 
solo se habían detectado dos cepas de O. oeni con actividad tirosina descarboxilasa, O. 
oeni DSM20252 (Choudhury et al., 1990) y otra cepa aislada de vino (Gardini et al., 2005).  
 
Finalmente, ninguna de las cepas analizadas en este trabajo presentó la capacidad de 
contribuir a la acumulación de putrescina, amina predominante tanto en vino (Marcobal et 
al., 2006) como en sidra natural (Tabla 3.2). Sin embargo, los trabajos de Straub et al. 
(1995) y Moreno-Arribas et al. (2003) mostraron la capacidad de ciertas cepas de L. 
buchneri de producir putrescina mediante la descarboxilación de ornitina, más 
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recientemente, se detectó producción de putrescina por parte de cepas de O. oeni aislados 
de vino (Coton et al., 1999; Guerrini et al., 2002; Marcobal et al., 2004).  
 
Para confirmar la capacidad de las bacterias lácticas de contribuir a la acumulación 
de aminas biógenas en condiciones reales, las cepas productoras de tiramina e histamina 
fueron cultivadas en sidra natural. Los resultados mostraron que a pesar de las condiciones 
más ácidas de la sidra (pH 4), las cepas mantenían la capacidad de producir aminas, 
aunque fuera en cantidades notablemente inferiores a los registrados en los medios de 
cultivo (Tabla 3.6). 
 
Una vez determinado el contenido en aminas biógenas de la sidra natural e 
identificadas algunas de las especies de bacterias lácticas responsables de su síntesis y 
acumulación, se estudió la evolución de aminoácidos y aminas biógenas durante el proceso 
de elaboración de la sidra natural, y la influencia de diferentes factores tecnológicos (etapa 
de elaboración, cosecha y tipo de prensa) sobre ellas.  
 
Los aminoácidos mayoritarios de los mostos de manzana fueron asparragina y ácido 
aspártico, seguidos de ácido glutámico, glutamina, ácido γ-aminobutírico (GABA) y α-
alanina. Estos resultados fueron similares a los reportados previamente por otros autores 
que mostraron que el ácido aspártico, asparragina y ácido glutámico eran los aminoácidos 
principales de las manzanas (Beech y Carr, 1977; Baron et al., 1982; Blanco-Gomis et al., 
1990) y concentrados de zumo de manzana (Elkins et al., 1996). Los aminoácidos 
asparragina y ácido aspártico, también, fueron descritos como los predominantes en la 
sidra base utilizada para la elaboración de sidra espumosa (Suárez Valles et al., 2005).  
 
En relación a la suma de aminoácidos libres, se observó una drástica reducción al 
inicio de la fermentación, debido a que juegan un papel importante en la nutrición de todos 
los microorganismos presentes en el mosto de manzana (Beech y Carr, 1977). Es más, los 
aminoácidos, también, podrían estar implicados en las reacciones de descarboxilación o en 
la formación de ésteres, como se ha descrito en el proceso de vinificación (Herraiz y Ough, 
1993; Martínez-Rodríguez et al., 2002; Alcaide-Hidalgo et al., 2007). Posteriormente, en 
las muestras embotelladas de la cosecha 2005 se observó un ligero aumento de ciertos 
aminoácidos, y más concretamente de treonina y serina, los cuales forman parte de las 
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uniones O-glicosídicas de las manoproteínas de las levaduras. El incremento de la 
concentración de estos aminoácidos podría explicarse por la excreción y la autolisis de las 
levaduras al final de la fermentación (Beech y Carr, 1977). Este hecho también ha sido 
constatado durante la crianza de sidras espumosas (Suárez Valles et al., 2005) y es habitual 
durante la elaboración y envejecimiento con las levaduras de vinos espumosos (Moreno-
Arribas et al., 1998).  
 
El contenido en nitrógeno total, fue una de las pocas variables influenciada por el 
tipo de prensa utilizada para la extracción del mosto de manzana. Se observaron valores de 
nitrógeno total más reducidos en las muestras extraídas con la prensa neumática. Esto 
puede deberse a que en el prensado tradicional las mismas manzanas se prensan sucesivas 
veces, lo que podría contribuir a una mejor extracción de los compuestos nitrogenados de 
la fruta. Por otro lado, el aumento de la suma de aminoácidos registrado en las sidras 
embotelladas, no se correspondió con el incremento en el nitrógeno total, el cual fue 
superior. Esto podría ser debido a la falta de clarificación del producto previo al 
embotellado, lo que provoca que la sidra se mantenga en contacto con las levaduras y lías 
bacterianas durante el periodo de maduración y almacenamiento. En estas condiciones, 
podría ocurrir la autolisis de las levaduras, con lo que se liberarían simultáneamente 
proteínas y/o péptidos y aminoácidos, de forma similar a lo que ocurre durante la crianza 
de vinos con lías de levaduras (Moreno-Arribas et al., 1998; Alcaide-Hidalgo et al., 2007).  
 
Por otro lado, no se observaron grandes variaciones en el contenido de aminas 
biógenas durante la elaboración de la sidra. La putrescina, al igual que en las sidras 
comerciales, fue la amina biógena mayoritaria y la única presente en todos los mostos 
iniciales. En la cosecha 2005 su concentración inicial se mantuvo estable durante las 
primeras etapas de la elaboración, aunque posteriormente su concentración se redujo un 
50%. Este hecho pudo ser debido a la incorporación de la putrescina al metabolismo de las 
levaduras como precursor de espermina o espermidina o a su reacción con otros 
componentes de la sidra. Además, los resultados sugieren que la presencia de putrescina en 
estas bebidas podría proceder de la materia prima utilizada en su elaboración, de forma 
similar a lo detectado en vino (Marcobal et al., 2006; del Prete et al., 2009).  
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Por lo que respecta al resto de aminas, la histamina fue cuantitativamente la segunda 
amina más importante de las sidras, mientras que se detectaron concentraciones muy 
reducidas (<1mg L-1) de metilamina y etilamina en todas ellas. La tiramina, se detectó 
únicamente en una de las sidras estudiadas. Por otro lado, aunque se detectaron pequeñas 
cantidades de feniletilamina y cadaverina durante el periodo de elaboración, éstas no se 
encontraron en ninguna de las sidras en las etapas finales. 
 
Las bacterias lácticas han sido asociadas, generalmente, a la formación de aminas 
biógenas durante la fermentación maloláctica en vinos. Los resultados sobre la evolución 
del ácido láctico y ácido L-málico del presente estudio, indicaron que esta fermentación 
ocurría de forma simultánea a la fermentación alcohólica en todos los mostos analizados. 
Esto se explica por los elevados niveles iniciales de bacterias lácticas, los cuales 
habitualmente no se controlan mediante la adición dióxido de azufre (SO2), ya que esta 
práctica es rara en la elaboración de sidra natural, donde se minimiza al máximo la adición 
de compuestos químicos para mantener las características organolépticas del producto (Del 
Campo et al., 2008). Es por ello que son las bacterias lácticas las poblaciones 
predominantes del producto final. Además, como se ha comprobado anteriormente, estas 
bacterias pueden consumir el glicerol producido por las levaduras durante la fermentación 
glicero-pirúvica y alterar la calidad de la sidra. 
 
Finalmente, en este trabajo se observó una reducción del contenido en arginina a lo 
largo del periodo de elaboración de la sidra, el cual no fue acompañado del subsiguiente 
aumento de la concentración de ornitina ni por la producción de putrescina. Una posible 
explicación de este resultado, podría ser la transformación simultánea de arginina en 
ornitina y de ornitina en putrescina, mediante cepas de bacterias lácticas con actividad 
ornitina descarboxilasa, seguido de la transformación de putrescina en otras poliaminas. 
No obstante, según los resultados obtenidos en el presente trabajo, la presencia de bacterias 
productoras de putrescina no parece común en sidras naturales, ya que no se detectó 
actividad ornitina descarboxilasa entre las cepas estudiadas. Por otro lado, y puesto que, en 
la elaboración de sidra la fermentación alcohólica y maloláctica ocurren de forma 
espontánea, es común que las actividades metabólicas de levaduras y bacterias sucedan 
simultáneamente. Estas interacciones microbiológicas complejas, podrían explicar, al 
menos en parte, la disminución de la cantidad de arginina observado en este estudio.
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3.5. CONCLUSIONES  
 
Este trabajo constituye la aportación más completa realizada hasta el momento sobre 
la producción de aminas biógenas en sidra natural. Se ha determinado el contenido en 
aminas biógenas de 24 sidras naturales adquiridas en establecimientos comerciales del País 
Vasco. Las aminas mayoritarias fueron putrescina, tiramina e histamina y se detectaron en 
el 50, 33,3 y 37,5 % de las sidras, respectivamente. Además, mediante el análisis de otros 
parámetros químicos, se estableció una relación entre el contenido en aminas 
predominantes, glicerol y 1,3-propanodiol. En este sentido, se observó que las sidras con 
niveles de glicerol reducidos y cantidades elevadas de 1,3-propanodiol mostraban niveles 
superiores de estas aminas, lo que sugería una mayor actividad de las bacterias lácticas en 
las mismas. 
 
Por otro lado, se han establecido las principales especies bacterianas implicadas en la 
producción de aminas biógenas en sidras. Para ello, se determinó la existencia de actividad 
ornitina, histidina y tirosina descarboxilasa en 54 cepas de bacterias lácticas aisladas de 
sidras naturales. Los ensayos se realizaron tanto en medios de cultivo como en sidra 
natural modificada, obteniéndose en ambos los mismos resultados, aunque los niveles de 
aminas fueran notablemente inferiores en los ensayos realizados en sidra.  
 
Entre las especies analizadas L. diolivorans resultó ser la mayor productora de 
histamina (3 cepas), aunque, también se detectó una cepa de L. collinoides capaz de 
sintetizarla. Por otro lado se detectaron dos cepas productoras de tiramina, un L. 
diolivorans y un O. oeni, mientras que ninguna fue capaz de descarboxilar ornitina. Estos 
resultados contribuyen al conocimiento existente sobre la actividad metabólica de las 
bacterias lácticas. 
 
Para finalizar, se estudió la evolución de la concentración de aminoácidos libres y 
aminas biógenas durante el proceso de elaboración de la sidra natural. Los aminoácidos 
asparragina y ácido aspártico fueron los más abundantes en los mostos de manzana, 
seguidos de ácido glutámico, glutamina, ácido γ-aminobutírico y α-alanina. Por otro lado, 
en los mostos se detectaron pequeñas cantidades ornitina, tirosina e histidina (precursores 
de las aminas biógenas mayoritarias de las sidras) lo que podría ser la razón de los 
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reducidos niveles de aminas biógenas en las sidras. Sin embargo, en todos los mostos se 
encontraron pequeñas cantidades de putrescina, lo que indica que esta amina, tendría su 
origen en la materia prima utilizada en la elaboración de la sidra.  
 
Con los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo, se puede concluir que en la 
sidra natural, al igual que en otros productos fermentados, se encuentran aminas biógenas 
de forma habitual. Además, se ha comprobado que en la sidra pueden desarrollarse cepas 
de bacterias lácticas con capacidad de producir estos compuestos. A pesar de ello, es de 
destacar la baja concentración de aminas biógenas detectada en sidra natural, 
especialmente si se compara con la reportada en otros alimentos y bebidas. Este hecho 
puede ser debido a la baja concentración de los correspondientes aminoácidos precursores 
en los mostos de manzana. 
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4.1. INTRODUCCIÓN 
 
En los últimos años, la demanda creciente por parte de los consumidores de 
alimentos con valores nutricionales añadidos y efectos positivos sobre la salud ha 
conducido al desarrollo de nuevos alimentos funcionales. Una línea de investigación muy 
activa en la industria alimentaria es el desarrollo de nuevas cepas probióticas, con la 
finalidad de obtener microorganismos más activos desde el punto de vista de sus efectos 
saludables (Salminen et al., 1998).  
 
Las especificaciones de un producto probiótico requieren que las cepas sean 
examinadas individualmente, que sean clasificadas apropiadamente a nivel de especie y 
que mantengan un nivel de viables aceptable en el momento de caducar el producto 
(FAO/WHO, 2002). En este sentido, el CODEX estándar para leches fermentadas 
establece que el recuento mínimo de estos microorganismos en el momento del consumo 
debe ser superior a 106 UFC g-1 (CODEX Alimentarius Commission, 2003). Además de su 
capacidad para sobrevivir en el producto, se han sugerido diversos criterios para la 
selección de los probióticos entre los que se encuentran:  
 
1) La tolerancia ante el estrés gastrointestinal (ácidos y sales biliares). Para ejercer su 
efecto beneficioso el microorganismo debe ser capaz de resistir las condiciones del 
tracto gastrointestinal y llegar a su centro de acción (intestino delgado) en número y 
condiciones adecuadas (Ouwehand et al., 2002).  
 
2) La capacidad de adhesión a la mucosa intestinal. Éste es considerado como un 
prerrequisito permitiendo la colonización del tracto intestinal. En este contexto, se 
ha observado que el EPS producido y excretado por las BAL puede estar implicado 
en el reconocimiento celular y la formación de biofilms, facilitando la colonización 
del intestino y protegiéndola ante patógenos (Ruas-Madiedo et al., 2002). La 
dificultad de estudiar la adhesión bacteriana in vivo ha llevado al desarrollo de 
sistemas modelo in vitro en los estudios preliminares sobre la capacidad de 
adherencia. Estos modelos están basados en la adhesión a líneas celulares tales 
como células Caco-2, las cuales se asemejan estrechamente a los enterocitos del 
intestino delgado. 
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3) Actividad inmunomoduladora. Se ha observado que los microorganismos 
probióticos y sus componentes de paredes celulares (peptidoglicanos, 
lipopolisacáridos), ADN y metabolitos presentan propiedades inmunomoduladoras 
en humanos, tales como la estimulación de fagotitos/macrófagos y células asesinas 
naturales, el incremento de la liberación de citoquinas y defensinas y la producción 
incrementada de anticuerpos específicos, entre otras actividades (de Vrese, 2008). 
 
En la actualidad, ciertas bacterias lácticas productoras de exopolisacáridos se utilizan 
en la industria alimentaria como cultivos iniciadores o coadyuvantes para la elaboración de 
alimentos fermentados, no sólo por sus propiedades como bioespesantes naturales, sino 
también por el hecho de que a los exopolisacáridos se les han atribuido efectos positivos 
sobre la salud (Ruas-Madiedo et al., 2008). En la línea de nuevos alimentos funcionales, 
las bacterias lácticas productoras de (1,3)-β-D-glucanos, aisladas de sidra, representan una 
alternativa muy interesante, ya que estos polisacáridos tienen capacidad gelificante y son 
de particular interés sus efectos positivos sobre la salud, avalados por numerosos trabajos 
(Zekovic et al., 2005; Sletmoen y Stokke, 2008). Sus propiedades dependen de su masa 
molecular, estructura y conformación. Los más estudiados son los (1,3)-β-D-glucanos 
lineales (curdlano, producido por Agrobacterium), o con ramificaciones 1→6 (hongos) o 
1→2 (bacterias lácticas). En cereales, estos polímeros son lineales y tienen además 
enlaces 1→4 en la cadena principal.  
 
La característica más importante que presenta este grupo heterogéneo de 
polisacáridos es su capacidad para estimular el sistema inmune en animales y humanos. Y 
así, se han descrito diferentes efectos fisiológicos tales como actividad antitumoral, 
antibacteriana y antifúngica, y de aumento de la resistencia a las infecciones (Schorey y 
Lawrence, 2008; Soltanian et al., 2009; Wichers, 2009). Además, se ha indicado la 
capacidad de reducir los niveles de colesterol LDL (Varady y Jones, 2005). 
 
Los (1,3)-β-D-glucanos, no presenten efectos citotóxicos por sí mismos frente a 
células cancerosas o agentes infecciosos, sino que los efectos beneficiosos reportados son 
debidos a su capacidad para modular la respuesta inmunitaria, tanto innata como adaptativa 
(Chan et al., 2009). En este sentido, la actividad inmunomoduladora de los (1,3)-β-D-
glucanos se debe a su capacidad para activar leucocitos (Brown y Gordon, 2003), mediante 
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la unión a receptores de la superficie celular, conocidos como receptores de 
reconocimiento de patrones (PRRs). Éstos detectan estructuras esenciales para la 
supervivencia de los patógenos, entre las que se encuentran los (1,3)-β-D-glucanos, y que 
se denominan patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs).  
 
Los receptores de los (1,3)-β-D-glucanos han sido identificados tanto en células 
inmunitarias como en no inmunitarias, entre las que se incluyen monocitos, macrófagos, 
neutrófilos, células de Langerhans, eosinófilos, células asesinas naturales y fibroblastos 
(Brown y Gordon, 2005). En relación a esta actividad se han asociado diferentes receptores 
como la lactosilceramida (LacCer), el receptor del complemento 3 (CR3), el receptor 
scavenger (SR-A), los receptores tipo Toll (Toll like receptors, TLR), y el Dectin-1. Sin 
embargo, entre todos ellos, el receptor Dectin-1 ha sido el único sobre el que se ha 
demostrado, claramente, que participa en la respuesta celular frente a los (1,3)-β-D-
glucanos (Brown y Gordon, 2005). Este receptor es una glicoproteína transmembrana 
(Reid et al., 2009), que en humanos y ratones, se expresa en la superficie de varios tipos de 
células, incluyendo células dendríticas, macrófagos, monocitos, neutrófilos y algunos tipos 
de células-T (Soltanian et al., 2009). El receptor Dectin-1 reconoce β-glucanos solubles y 
particulados, con enlaces (1→3) y (1→6) e induce diferentes respuestas celulares 
incluyendo maduración de células dendríticas, captura del ligando mediante endocitosis y 
fagocitosis, explosión oxidativa, síntesis de metabolitos del ácido araquidónico y 
numerosas citoquinas y quimiocinas (TNFα, CXCL2, IL-23, IL-6 e IL-10) (Brown, 2006). 
Sin embargo, la capacidad de Dectin-1 para inducir directamente estas respuestas es 
dependiente del tipo de célula, por lo que podría requerir de, o ser aumentada su capacidad 
por la señalización cooperativa con receptores tipo Toll (Reid et al., 2009).  
 
Con respecto a las propiedades tecnológicas y bioactivas de las cepas BAL 
productoras de (1,3)(1,2)-β-D-glucanos aisladas de sidra, estudios previos mostraron que 
P. parvulus 2.6 y L. diolivorans G-77 fueron capaces de fermentar un producto basado en 
leche de avena y producir EPS, lo que reveló su potencial como cultivos iniciadores para la 
elaboración de un nuevo tipo de producto fermentado no lácteo (Mårtensson et al., 2003). 
Ensayos posteriores en humanos mostraron que la ingesta de productos basados en avena 
fermentados con P. parvulus 2.6, además de reducir los niveles de colesterol sérico, 
incrementaban los recuentos  de Bifidobacterium ssp en muestras fecales humanas 
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(Mårtensson et al., 2005). Además, se ha descrito que en ratas alimentadas con un 
concentrado de fibra de avena fermentada por P. parvulus 2.6, se encontraron cambios en 
la síntesis de ácidos grasos de cadena corta (SCFA) en el intestino ciego, colon distal y 
heces, que pueden resultar beneficiosos para mantener un colon saludable (Lambo-Fodje et 
al., 2006).  
 
Por otro lado, estudios in vitro con P. parvulus 2.6 revelaron su tolerancia al estrés 
gastrointestinal, adhesión a células Caco-2 y su capacidad inmunoestimuladora (Fernández 
de Palencia et al., 2009). Por ello, las cepas BAL productoras de (1,3)-β-glucanos, podrían 
ser utilizadas como cultivos iniciadores funcionales para la elaboración de alimentos 
(Leroy y De Vuyst, 2004). Finalmente y en cuanto a las propiedades texturizantes, se ha 
descrito que el (1,3)(1,2)-β-glucano sintetizado por P. parvulus 2.6 tiene capacidad 
bioespesante (Velasco et al., 2009). 
 
Teniendo en cuenta todos estos antecedentes, en este trabajo se ha planteado la 
detección de nuevas cepas productoras de (1,3)(1,2)-β-glucanos a partir de nuestra 
colección de cepas BAL aisladas de sidra, y la caracterización de sus exopolisacáridos. 
Para la búsqueda de estas cepas, se ha utilizado la técnica de PCR convencional para la 
detección del gen gtf (Werning et al., 2006), ya que este gen parece estar altamente 
conservado en las cepas productoras del (1,3)(1,2)-β-glucano procedentes de sidras y vinos 
(Walling et al., 2005; Werning et al., 2006). Entre las nuevas cepas identificadas como 
productoras de β-glucanos, se seleccionaron tres, a las que se evaluó su potencial 
probiótico dada su posible aplicación como cultivo iniciador. Para ello, se analizaron las 
siguientes características: 1) Tolerancia al estrés gastrointestinal, 2) Capacidad de adhesión 
a las células epiteliales Caco-2, y 3) Capacidad inmunomoduladora utilizando macrófagos 
M1 y M2. 
 
4. detección y selección de cepAs de bActeriAs lácticAs productorAs de (1,3)(1,2)-ß-glucAnos AislAdAs de sidrA nAturAl y Análisis de su potenciAl probiótico
149
4. Material y Métodos 
 
 
 129
4.2. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
 
4.2.1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo 
 
Se analizó la producción de EPS en 147 cepas de bacterias lácticas, aisladas de sidra 
natural ahilada o no ahilada, y procedentes de la colección de cultivos de la UPV/EHU. Las 
cepas se mantuvieron congeladas a -80 ºC en medio líquido MRS suplementado con 20% 
de glicerol (v/v). Como cepa de referencia se incluyó P. parvulus 2.6 que sintetiza el 
polisacárido (1,3)(1,2)-β-D-glucano.  
 
Para facilitar la adaptación de las cepas congeladas a las condiciones del ensayo, 
éstas se inocularon en medio MRS (Anexo I) e incubaron durante la noche a 28 ºC, en 
atmósfera enriquecida con 5% CO2. 
 
Para la producción y caracterización de EPS, las cepas de P. parvulus se cultivaron 
en el medio semidefinido MST (Anexo I) (pH 6,6) (Velasco et al., 2006), mientras que L. 
suebicus se cultivó en el medio semidefinido SMD (Anexo I) (pH 6) (Velasco et al., 2009). 
Las fermentaciones se realizaron en discontinuo y por duplicado, sin control de pH, en 
frascos roscados de 250 mL completamente llenos durante 96 h a 28 ºC, bajo atmósfera 
enriquecida con 5% CO2. El crecimiento celular se monitorizó mediante la medida de la 
densidad óptica a 600 nm (DO600). 
 
 
4.2.2. Detección y caracterización de bacterias lácticas productoras de 
exopolisacáridos 
 
La producción de EPS por las 147 cepas se examinó en medio MRS-T-F (Anexo I) 
(pH 4,8). Los tubos se incubaron a 28ºC durante 48 h bajo atmósfera enriquecida con 5% 
CO2. La capacidad de producción de EPS (fenotipo ropy) se determinó visualmente, 
mediante la observación del aumento de la viscosidad del medio o de la apariencia viscosa 
de la biomasa sedimentada.  
 
 
bActeriAs lácticAs de sidrA nAturAl: implicAción en AlterAciones y potenciAl probiótico de cepAs productorAs de (1,3)(1,2)-ß-d-glucAnos
150
4. Material y Métodos 
 
 
 130
4.2.2.1. Extracción de ADN e identificación de cepas productoras de exopolisacáridos 
 
Para la extracción del ADN se recogieron las células de 1 mL del medio MRS 
mediante centrifugación (13000 rpm, 3 min), se lavaron con 0,5 mL de solución tampón 
TE (Anexo I) y se recogieron por centrifugación (13000 rpm, 3 min). Posteriormente, las 
células se resuspendieron en 180 L de tampón de lisis enzimático (Anexo I). Tras 30 min 
de incubación a 37 ºC, el ADN bacteriano se aisló mediante el DNeasy Blood & Tissue Kit 
(Qiagen), según lo descrito por el fabricante, y se mantuvo a -20 ºC hasta su utilización. 
 
La identificación de las cepas se realizó mediante la amplificación por PCR de un 
fragmento del gen ARNr 16S y su posterior secuenciación, según lo descrito en la sección 
2.2.5.1 de material y métodos del Capítulo 2. 
 
 
4.2.2.2. Detección y caracterización del gen gtf en cepas productoras de 
exopolisacáridos 
 
Para examinar la presencia del gen glicosiltransferasa (gtf) en el genoma bacteriano 
se utilizaron los cebadores específicos GTFF (5´-CGGTAATGAAGCGTTTCCTG-3´) y 
GTFR (5´-GCTAGTACGGTAGACTTG-3´) diseñados por Werning et al. (2006) y que 
amplifican un fragmento de 417 pb. La reacción se realizó en un volumen total de 50 L, 
compuesto por: 1,25 U de BIOTAQ DNA polimerasa (Bioline), 0,2 M de cada cebador, 
3,5 mM de MgCl2, 20 mM de Tris HCl (pH 8,4), 50 mM de KCl, 25 M de cada dNTP 
(Bioline) y 5 L de muestra. Las condiciones de reacción fueron las siguientes: una etapa 
de desnaturalización de 5 min a 94 ºC, 25 ciclos de 94 ºC durante 1 min, 55 ºC durante 1 
min y 72 ºC durante 2 min. Para finalizar se añadió una etapa de 72 ºC durante 10 min.  
 
El producto de PCR se visualizó mediante electroforesis en gel de agarosa. Para ello, 
se mezclaron 10 μL de cada producto de PCR con 1,5 μL del tampón de carga, y se 
hicieron migrar en un gel de agarosa al 0,8% teñido con bromuro de etidio (0,2 μg mL-1), 
durante 50 min a 90V. El tamaño de los fragmentos de ADN amplificados se estimó por 
comparación con el marcador de peso molecular de 1 Kb Plus DNA Leadder (Invitrogen). 
La visualización de los amplicones se realizó por exposición a luz ultravioleta en un Gel-
Doc (Bio-Rad). 
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Para la caracterización del gen gtf en tres cepas seleccionadas se amplificó todo el 
gen mediante los cebadores 5´-TTAATCATTCCAATCAACTGTTTCCGTGTT-3´ y 5´-
ATGTTAAATGAGATAATGATTCAGAACTAAAAAAATTTC-3´, y estos cebadores, 
junto con los internos, se utilizaron para determinar la secuencia de ADN de los 1704 
nucleótidos del gen gtf, según lo descrito por Werning et al. (2006). Las secuencias de 
ADN obtenidas fueron depositadas en el GenBank (P. parvulus CUPV1, GU174475; P. 
parvulus CUPV22, GU174476; L. suebicus CUPV221 GU174474). 
 
 
4.2.2.3. Fermentación de azúcares 
 
Para conocer el perfil de fermentación de azúcares de las cepas EPS+, se cultivaron 
en 5 mL de medio MRS (Anexo I) sin glucosa (pH 6,22), suplementado con 0,04% (p/v) 
de rojo de clorofenol, a los que se añadió un 2% (p/v) del azúcar (glucosa, fructosa, 
galactosa, lactosa, sacarosa, maltosa, sorbitol, rafinosa, manitol, ramnosa, trehalosa o 
xilosa). Los medios fueron inoculados a una DO600 del orden de 0,6 a 28 ºC durante 7 días 
bajo atmósfera enriquecida con 5% CO2.  
 
 
4.2.2.4. Aislamiento y cuantificación del exopolisacárido  
 
Para el aislamiento del EPS se retiraron las células del medio de cultivo por 
centrifugación (10000 rpm, 30 min a 4 ºC) y se recogieron en microtubos de 1,5 mL tres 
alícuotas de 0,5 mL del sobrenadante libre de células. A continuación, para precipitar el 
polisacárido, se añadieron dos volúmenes de acetona fría al 100% (v/v) y se mantuvo toda 
la noche a 4 ºC. El EPS precipitado se recogió por centrifugación (15000 rpm, 20 min a 4 
ºC) y se lavó tres veces con acetona fría al 66% (v/v). Tras 3 lavados, el precipitado se secó 
en estufa y se resuspendió en 0,5 mL de agua destilada.  
 
La cuantificación del EPS se determinó mediante el método del fenol-sulfúrico 
descrito por Dubois et al. (1956), utilizando D-glucosa como estándar. El contenido del 
microtubo se trasvasó a un tubo de vidrio, se añadieron 0,5 mL de fenol (5%, v/v) y 2,5 mL 
de ácido sulfúrico (95,5%, v/v). Los tubos se incubaron en un baño a 100 ºC durante 5 min 
y transcurrido este tiempo, la reacción se detuvo sumergiendo los tubos en un baño de agua 
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con hielo. Una vez enfriada la muestra, se procedió a la medida de la absorbancia a 490 
nm. Los valores de EPS mostrados son la media de las tres determinaciones. 
 
 
4.2.2.5. Análisis de aglutinación para la detección de cepas productoras de (1,3)(1,2)-
β-D-glucano 
 
La técnica de aglutinación con el antisuero específico de Streptococcus pneumoniae 
tipo 37 (Statens Serum Institut) se utilizó como método alternativo de detección de 
bacterias lácticas productoras de (1,3)(1,2)-β-D-glucanos. Se recogieron células de 1 mL 
de medio de cultivo en MRS en fase exponencial por centrifugación (10000 rpm, 10 min) y 
se resuspendieron en PBS (Anexo I) (pH 8) hasta obtener una DO600 de 0,4. A 
continuación, se mezclaron 5 L de la suspensión de células y 5 L del antisuero y se 
incubaron a 4 ºC durante 2 h. Transcurrido este tiempo, la preparación se observó al 
microscopio óptico de contraste de fase (Nikon, AFX-DVX).  
 
 
4.2.3. Tipificación de cepas de P. parvulus productoras de exopolisacárido 
 
 
4.2.3.1. RAPD-PCR (Amplificación al azar de fragmentos polimórficos de ADN) 
 
Las cepas de P. parvulus productoras de (1,3)(1,2)- β-D-glucano se tipificaron 
mediante la técnica RAPD-PCR, utilizando tres cebadores diferentes; M13 (5´-
GAGGGTGGCGGTTCT-3´) (Pinto et al., 2005), P1 (5´-ACGCGCCCT-3´) y P2 (5´-
ATGTAACGCC-3´) (Simpson et al., 2002). Cada reacción de PCR se llevó a cabo con un 
único cebador en un volumen final de 50 L que contenía: 1x del tampón de PCR (Bioline), 
5 M del cebador, 1 U de BIOTAQ DNA polimerasa (Bioline), 5 mM de MgCl2 para P1 y 
P2, y 2,5 mM para M13, 100 M de cada dNTP (Bioline) y 200 ng de DNA. El programa 
de amplificación comenzó con un ciclo de 94 ºC durante 5 min, 40 ºC durante 5 min y 72 
ºC durante 5 min, seguido de 33 ciclos de 94 ºC durante 30 s para M13 o 1 min para P1 y 
P2, 40 ºC durante 1 min y 72 ºC durante 1 min, para finalizar con un ciclo de 72 ºC durante 
5 min.  
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Tras la amplificación, se mezclaron 20 L del amplicón con 1,5 L del tampón de 
carga y se hicieron migrar en un gel de agarosa al 1,8% (p/v) en solución tampón TAE 
(Anexo I) a 80V durante 90 min. La comparación y normalización de los geles se realizó 
por análisis de los marcadores de pesos moleculares presentes en cada gel, para lo cual se 
dispuso una calle por cada seis con el marcador de pesos moleculares, 1 Kb Plus DNA 
Leadder (Invitrogen). Los geles teñidos con bromuro de etidio (0,2 μg mL-1) fueron 
visualizados bajo luz UV y digitalizados utilizando un Gel-Doc (BioRad). Para valorar la 
reproducibilidad del ensayo, cada reacción de amplificación se realizó por duplicado, 
utilizando ADN obtenido de cultivos independientes. 
 
 
4.2.3.2. Análisis estadístico de los perfiles genotípicos y fenotípicos 
 
Las imágenes digitalizadas fueron convertidas, normalizadas, analizadas y 
combinadas mediante el Software package BioNumerics 2.5 (Applied Maths). Los 
diferentes perfiles RADP obtenidos con cada cebador (M13, P1 y P2) se compararon y 
combinaron usando el coeficiente de correlación de Pearson y se realizó un análisis de 
agrupamiento utilizando el algoritmo UPGMA (unweighted pair or group method with 
arithmetic averaging) (Sneath y Sokal, 1973).  
 
Para agrupar la información proveniente de los RAPDs con otros datos genotípicos 
(detección del gen gtf) y fenotípicos (perfil de fermentación de azúcares, producción de 
EPS y aglutinación), se empleó la herramienta “composite data set” del programa 
BioNumerics. La similitud entre las cepas se calculó mediante el coeficiente binario de 
Jaccard (Sneath y Sokal, 1973). La consistencia de las agrupaciones se estimó calculando 
los valores de correlación cofenética correspondientes a los dendrogramas. 
 
 
4.2.4. Caracterización de exopolisacáridos 
 
 
4.2.4.1. Viscosidad del medio de cultivo 
 
La evolución de la viscosidad del medio se monitorizó a lo largo del proceso de 
fermentación (181 h) de tres cepas seleccionadas. La viscosidad del sobrenadante libre de 
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células se determinó mediante un viscosímetro capilar Cannon-Fenske (0.3 mm Ø) a 26 ºC, 
según lo descrito por Dueñas et al. (2003). Todas las medidas fueron realizadas al menos 
por triplicado y expresadas en centistocks (cSt=mm2 seg-1). 
 
 
4.2.4.2. Aislamiento y purificación del exopolisacárido  
 
Los polisacáridos se aislaron a partir de los sobrenadantes libres de células mediante 
la adición de 3 volúmenes de etanol frío al 96% (v/v). Tras la incubación durante 24 h a 4 
ºC, el precipitado se recogió por centrifugación (10000 rpm, 20 min a 4 ºC) y se lavó tres 
veces con etanol frío al 80% (v/v). Finalmente, el precipitado se disolvió en agua destilada, 
se dializó (3500 Da, Medicell International, Ltd.) durante 3 días, y finalmente se liofilizó 
(Cryodos, Telstar). 
 
 
4.2.4.3. Resonancia Magnética Nuclear (RMN) 
 
Para la determinación estructural de los EPSs, se resuspendieron 0,6 mg del liófilo 
en 0,6 mL de agua deuterada (óxido de deuterio, 99 atom % D, Aldrich) y se agitaron hasta 
su completa homogeneización. Los análisis 1H RMN y 2D-COSY de las diferentes 
muestras se realizaron en un espectrómetro Bruker Avance 500 a 30ºC, según lo descrito 
por Dueñas-Chasco et al. (1998). Los desplazamientos químicos se expresaron en ppm, 
utilizando la señal del agua semipesada (HDO) como referencia interna. El tratamiento de 
los datos se realizó con el programa MestReNova v 5.1.0 (Magnetic Resonance 
Companion). 
 
 
4.2.4.4. Composición monosacarídica y análisis de metilación 
 
La composición en monosacáridos se determinó y cuantificó por cromatografía de 
gases tras la hidrólisis de los polisacáridos con ácido trifluoroacético (TFA) 3 M, según lo 
descrito por Leal et al. (2008). Para el análisis de los tipos de unión entre monosacáridos, 
las muestras se metilaron de acuerdo a Ciucanu y Kerek. (1984). Las muestras 
permetiladas fueron hidrolizadas con ácido trifluoroacético 3 M (1 h, 120 ºC) y 
posteriormente reducidas, acetiladas y analizadas por cromatografía de gases-
espectrometría de masas (GC-MS), según lo reportado por Leal et al. (2008). 
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4.2.4.5. Determinación de la masa molecular 
 
El tamaño molecular de las muestras de EPS se examinó mediante cromatografía de 
exclusión molecular (SEC). Se empleó un GPCV 2000 (Waters) equipado con un detector 
de índice de refracción y tres columnas PL-aquagel-OH 40, 50 y 60, 15 μm, (Polymer 
Laboratories) colocadas en serie y termostatizadas a 30 ºC. El polisacárido se disolvió en el 
eluyente (NaNO3 0,2 M y NaH2PO4 0,01 M, pH 7) a una concentración de 0,05% (p/v) y 
se utilizó un flujo de 0,7 mL min-1. La curva de calibrado se construyó con los siguientes 
dextranos comerciales: 104, 4 x 104, 7 x 104, 1,5 x 105, 2,7 x 105, 4,1 x 105, 6,7 x 105, 1,4 x 
106 y 2 x 106 Da (Fluka), disueltos en el eluyente (Figura 4.1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.1. Curva de calibrado construida con dextranos estándar con rangos 
de 104 a 5,3 x 106 Da. 
 
 
4.2.5. Caracterización del potencial probiótico de cepas seleccionadas 
 
 
4.2.5.1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo 
 
Para el estudio del potencial probiótico se seleccionaron tres cepas productoras del 
(1,3)(1,2)-β-D-glucano, dos de ellas pertenecientes a la especie Pediococcus parvulus 
(CUPV1 y CUPV22) y la tercera a Lactobacillus suebicus (CUPV221). Estas tres cepas, 
junto con las probióticas Lactobacillus acidophilus LA-5 y Bifidobacterium animalis 
subsp. lactis BB-12 (Chr. Hansen A/S) se resuspendieron en medio MRS (Anexo I). La 
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incubación se realizó a 30 ºC (cepas seleccionadas) o 37 ºC (probióticas) durante una 
noche, en jarras de anaerobiosis (AnaeroGenTM, Oxoid).  
 
 
4.2.5.2. Ensayos de tolerancia al estrés gastrointestinal 
 
Las condiciones del tracto gastrointestinal humano se simularon según lo descrito 
por Fernández de Palencia et al. (2008), con ligeras modificaciones. El esquema del 
modelo utilizado se resume en la Figura 4.2. Para el análisis del estrés gástrico (G), las 
bacterias expuestas a lisozima y pepsina, fueron incubadas a pH 5, 4, 3,1, 2,1 y 1,8 durante 
20 min a 37 ºC. El estrés intestinal (GI) se simuló exponiendo la muestra G pH 5 a una 
mezcla de sales biliares y pancreatina a pH 6,5 (120 min a 37 ºC). En cada una de las 
etapas del ensayo se recogieron muestras de 2,5 mL para determinar la viabilidad celular.  
 
Estos ensayos se realizaron tanto en MRS como en una matriz alimentaria (leche 
desnatada en polvo reconstituida (10%, p/v) y acidificada a pH 4,6 (HCl 1 M). En ambos 
casos, las cepas se propagaron previamente en medio MRS hasta una fase exponencial 
tardía y las células se recogieron por centrifugación (10000 rpm, 10 min). Posteriormente, 
se inocularon 15 mL de medio MRS o leche acidificada para obtener una población de 109 
UFC mL-1. Todos los ensayos se realizaron por triplicado y con cultivos independientes.  
 
Para simular el estrés gástrico, a la muestra C (12,5 mL) se le añadió 1,35 mL de 
solución de lisozima (100mg mL-1) 1,8 mL de solución de pepsina (30 mg mL-1) y 1,65 mL 
de solución electrolítica G (Anexo I). Inmediatamente, se tomaron alícuotas de 2,5 mL, a 
las que se ajustó el pH a 5, 4, 3,1, 2,1 o 1,8, se incubaron a 37 ºC en agitación durante 20 
min y se obtuvieron las muestras G pH 5, G pH 4, G pH 3,1, G pH 2,1 y G pH 1,8, 
respectivamente.  
 
El estrés intestinal se simuló únicamente a partir de la muestra G pH 5. Para ello, se 
ajustó su pH a 6,5 mediante NaHCO3 1 M y se añadieron 200 L de solución electrolítica 
estéril I (Anexo I), 400 L de una solución de sales biliares (40 mg mL-1 de sales biliares en 
solución electrolítica I) y 400 L de una solución de pancreatina (20 mg mL-1 de 
pancreatina en 50% solución solución electrolítica I y 50% NaCl (0,5% p/v), ajustada a pH 
8). La incubación se realizó con agitación a 37 ºC durante 120 minutos. 
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Figura 4.2. Representación esquemática del modelo in vitro del estrés gastrointestinal. 
 
 
La determinación de la viabilidad celular no se puede realizar directamente en 
muestras de leche acidificada, debido a la interferencia provocada por la caseína. Por ello, 
las muestras en leche se neutralizaron a pH 6,5 con NaOH 1 M y se dispersaron las micelas 
de caseína mediante la adición de 500 μL de citrato de sodio 2-hidrato al 60% (p/v) frío e 
incubación posterior en hielo durante 15 min. Una vez clarificadas, tanto estas muestras 
como las incubadas en MRS se trataron de la misma forma. Se recogieron las células de 1 
mL de muestra (10000 rpm, 10 min), se lavaron dos veces con solución tampón PBS 
(Anexo I) y se resuspendieron en 650 μL de la misma solución tampón para el análisis de 
la viabilidad celular. 
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4.2.5.2.1. Análisis de viabilidad celular 
 
La determinación de la viabilidad celular se realizó mediante la tinción fluorescente 
LIVE/DEAD BacLight (Bacterial Viability Kits, Molecular Probes) (Alakomi et al., 2005). 
El método se basa en la utilización conjunta de dos fluoróforos, SYTO 9 y yoduro de 
propidio (PI). El primero es un fluoróforo permeable que se une al ADN y emite 
fluorescencia verde, mientras que el segundo penetra únicamente en células con 
membranas dañadas y se combina con el ADN, emitiendo fluorescencia roja. En este 
último caso, el ADN bacteriano se encuentra en contacto con ambos fluoróforos, pero 
como el yoduro de propidio presenta mayor afinidad por el ADN que SYTO 9, desplaza a 
éste, por lo que las células viables serán vistas como verdes, y las células muertas como 
rojas (Figura 4.3) 
 
 
Figura 4.3 Cepas A) P. parvulus CUPV22 y B) L. suebicus CUPV221 teñidas mediante tinción 
LIVE/DEAD después de ser expuestas a estrés gastrointestinal. Verde, células vivas, teñidas con 
SYTO9 y rojo, células muertas, con membranas dañadas, teñidas con PI. Imágenes obtenidas 
mediante microscopía confocal. 
 
 
La solución de tinción se preparó diluyendo 300 L del stock comercial en 5,7 mL de 
NaCl 0,085% (p/v). A 1 mL de cada muestra en solución tampón PBS a pH 7,5 se 
añadieron 33 L de la solución de tinción y se incubaron a temperatura ambiente, en 
oscuridad, durante 15 min. Transcurrido este tiempo, se midió la fluorescencia excitando 
las muestras a 488 nm y detectando la emisión a 530 nm y 620 nm, para SYTO9 y PI, 
A B
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respectivamente. Las medidas se realizaron mediante un fluorímetro LS-50B (Perkin-
Elmer) con un ancho de rendija de 5,0 nm. 
 
Antes de cuantificar la viabilidad celular se realizó un calibrado entre la relación de 
fluorescencia verde y roja (G/R) y el número de células viables, determinado mediante 
recuento en placa (Figura 4.4). Para ello, se prepararon en PBS soluciones estándar de 
mezclas de células viables e inviables en diferentes proporciones. Las células inviables se 
obtuvieron mediante incubación a 70 ºC durante 30 min. Los ensayos se realizaron por 
duplicado con cultivos bacterianos independientes y cada medida fluorimétrica representa 
la media de tres lecturas distintas.  
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Figura 4.4. Correlación entre la fluorescencia verde/roja (G/R) y la supervivencia celular 
cuantificada mediante recuento en placa de células viables de las cepas: A) P. parvulus CUPV1 
(R2= 0,970), B) P. parvulus CUPV22 (R2= 0,988) y C) L. suebicus CUPV221 (R2= 0,992).  
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4.2.5.3. Cultivo de células Caco-2 y ensayos de adhesión 
 
Con el objeto de evaluar la capacidad de las cepas seleccionadas de adherirse y 
colonizar el epitelio del colon, se utilizaron células Caco-2 diferenciadas y polarizadas. 
Estas células fueron obtenidas del banco de células del Centro de Investigaciones 
Biológicas (CSIC). 
 
Las células Caco-2 se inocularon en medio Men-Alpha (MAM) (Invitrogen), 
suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino inactivado térmicamente e incubaron a 
37 ºC en atmósfera enriquecida con 5% CO2. Posteriormente, las células se sembraron en 
placas de 96 pocillos (Falcon Microtest, BD) a una concentración de 1,25 x 104 células por 
pocillo. Las placas se incubaron durante 15 días para obtener una monocapa de células 
Caco-2 diferenciadas y polarizadas y durante este periodo, el medio de cultivo fue 
reemplazado cada dos días. La concentración de células Caco-2 se determinó antes y 
después de los ensayos de adhesión mediante una cámara Neubauer (profundidad 0,100 
mm, 0,0025 mm2) utilizando un microscopio Nikon Eclipse TS 100.  
 
Para realizar los ensayos de adhesión, se recogieron las bacterias de 1 mL del cultivo 
en fase exponencial tardía mediante centrifugación (12000 rpm, 10 min) y se 
resuspendieron en medio DMEM (Invitrogen) a una concentración de 5?106 UFC mL-1. 
Los ensayos de adhesión consistieron en la exposición de las células Caco-2 a las bacterias 
lácticas (ratio 1:10) durante una hora a 37 ºC en un volumen final de 100 L por pocillo. 
Tras una hora de incubación a 37 ºC se eliminaron las bacterias no adheridas, mediante tres 
lavados sucesivos con 200 L de solución tampón PBS (pH 7,1). A continuación, se 
despegaron las células Caco-2 incubando cada pocillo con 200 L de 0,05% Tripsina-
EDTA (GIBCO) durante 10 min, tras lo cual se detuvo la reacción mediante la adición de 
100 L de solución tampón PBS (pH 7,1) a 0 ºC. Finalmente, para determinar el número de 
bacterias adheridas a las células Caco-2, se realizaron diluciones seriadas y se sembraron 
en placas de MRS. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.  
 
Por otro lado, se estudió la influencia del β-glucano sintetizado por P. parvulus 
CUPV22, sobre la capacidad de adhesión de esta cepa a las células Caco-2. Para ello, se 
determinó la adhesión de dos subpoblaciones de esta cepa: 1) células no lavadas y 2) 
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células lavadas dos veces con PBS para eliminar el polisacárido unido a la bacteria 
(CUPV22*). 
 
La capacidad de adhesión se determinó cuantificando la relación del número de 
bacterias adheridas a las células Caco-2 con respecto al total de bacterias inoculadas. Para 
cuantificar el inóculo inicial, los pocillos no fueron lavados con PBS tras el ensayo de 
adhesión.  
 
 
4.2.5.4. Detección del exopolisacárido por microscopía electrónica de transmisión 
 
Se determinó la presencia o ausencia del EPS unido a P. parvulus CUPV22 mediante 
microscopía electrónica de transmisión (JEOL 1230 operado a 100KV). Para la 
preparación de la muestra, la rejilla recubierta de formvar y carbón sobre la que 
previamente se había realizado una descarga luminiscente, se colocó hacia abajo durante 1 
min sobre una gota del cultivo celular, previamente concentrado cinco veces en AcNH4 0,1 
M (pH 7). Transcurrido este tiempo, se secó ligeramente con papel de filtro, se tiñó 
negativamente con un 2% (p/v) de acetato de uranilo durante 40 s y se secó mediante aire 
caliente. 
 
 
4.2.5.5. Cultivo, diferenciación de macrófagos y ensayos de inmunoestimulación  
 
Estos ensayos se realizaron con el objeto de determinar si las cepas de P. parvulus 
CUPV22 y L. suebicus CUPV221 presentaban la capacidad de estimular la producción de 
citoquinas proinflamatorias (IL-6, IL-8 y TNFα) y antiinflamatorias (IL-10) por 
macrófagos M1 y M2, derivados de monocitos. Los macrófagos se obtuvieron a partir de 
células sanguíneas mononucleares periféricas humanas (PBMC) aisladas de donantes 
sanos, mediante el gradiente Lymphoprep (Nycomed Pharma) de acuerdo a protocolos 
estándar. Los monocitos fueron purificados mediante microesferas magnéticas recubiertas 
de anticuerpos monoclonales anti-CD14 y se separaron mediante selección positiva 
utilizando un separador de células (Miltenyi Biotech). Las células CD14+ (>95% 
monocitos) se cultivaron en RPMI (Invitrogen) suplementado con 10% (p/v) de suero fetal 
bovino (FCS), que contenía 1000 U mL-1 de factor estimulante de colonias de granulocitos 
y macrófagos (GM-CSF) para generar macrófagos M1, o de 10 ng mL-1 de factor 
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estimulante de colonias de macrófagos (M-CSF) (ImmunoTools ) para generar macrófagos 
M2. La incubación se realizó 37 ºC en atmósfera enriquecida con 5% CO2 durante 7 días, 
con adición de las citoquinas cada dos días. 
 
Los macrófagos M1 y M2 (5 x 105 células mL-1, según recuento en cámara de 
Neubauer) se estimularon con 10 ng mL-1 de LPS de Escherichia coli 055:B5 (Sigma) o 
exponiéndolas a 1,25 x 107 UFC mL-1 (relación bacterias: macrófagos 25:1,) de P. 
parvulus CUPV 22 o L. suebicus CUPV221 en atmósfera enriquecida con 5 % CO2 
durante 18 h. Posteriormente, los sobrenadantes de los macrófagos M1 y M2 no tratados 
(basal) y tratados, fueron testados mediante ELISA utilizando kits comerciales 
(ImmunoTools) para la determinación de las citoquinas IL-6, IL-8, IL-10 y TNFα, según 
lo descrito por el fabricante. Todos los ensayos y determinaciones se realizaron por 
triplicado en líneas celulares independientes. 
 
 
4.2.5.6. Análisis estadístico 
 
Los análisis estadísticos se realizaron mediante el Software SPSS-PC 17.0 (SPSS 
Inc.). Para la comparación de las medias se aplicó un análisis ANOVA de un factor, así 
como el método de la mínima diferencia significativa (LSD). 
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4.3. RESULTADOS  
 
 
4.3.1. Detección e identificación de las cepas de bacterias lácticas 
productoras de exopolisacáridos 
 
Para la detección de nuevas cepas EPS+ se analizó la producción de polisacáridos en 
147 cepas de bacterias lácticas procedentes tanto de sidras ahiladas como no ahiladas. Tras 
el crecimiento de estas cepas en el medio MRS-T-F se examinó visualmente el fenotipo 
ropy y este carácter fue encontrado en 32 cepas (Tabla 4.1). 
 
Su identificación se realizó mediante la amplificación y secuenciación de un 
fragmento del gen ARNr 16S de 530 pb. Tras la secuenciación, todas las cepas fueron 
identificadas como P. parvulus, con una homología en nucleótidos superior al 98%. 
 
Con el fin de conocer la capacidad de las cepas EPS+ de utilizar diferentes materias 
primas de uso alimentario se estudió el patrón de fermentación de carbohidratos. Como se 
observa en la Tabla 4.1, todas las cepas fueron capaces de crecer y fermentar glucosa, 
fructosa y trehalosa. Sin embargo, ninguna de ellas consumió lactosa, sacarosa, sorbitol, 
rafinosa, manitol o ramnosa. Por otro lado, se apreció un comportamiento variable en 
relación a la fermentación de galactosa, maltosa y xilosa. Galactosa y maltosa fueron 
fermentadas por el 56% y 75% de las cepas, respectivamente; y la xilosa fue utilizada 
únicamente por el 14% de las cepas  
 
 
4.3.2. Producción de exopolisacáridos 
 
La capacidad de producir EPS se determinó en el medio semidefinido MST para 
evitar la interferencia asociada a ingredientes tales como extracto de levadura y mananos 
presentes en los medios complejos. La mayoría de las cepas de P. parvulus produjeron EPS 
con rendimientos entre 18 y 243 mg L-1 (Tabla 4.1). Entre éstas, 13 cepas sintetizaron 
cantidades superiores a 100 mg L-1 (entre 104 y 243 mg L-1), 7 entre 50 y 100 mg L-1 y 8 
produjeron cantidades inferiores a 50 mg L-1. Las cepas CUPV1, 22 y 23 produjeron las 
mayores concentraciones de EPS (alrededor de 250 mg L-1). Por el contrario, las cepas 
CUPV14, 19, 20 y 21 no sintetizaron o lo hicieron en cantidades muy pequeñas (< 15 mg 
L-1), por lo que no se caracterizaron sus EPSs  
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4.3.3. Detección por PCR e inmunológica de cepas productoras de 
(1,3)(1,2)-β-D-glucanos  
 
Se utilizó la técnica de PCR para la detección del gen gtf en las cepas productoras de 
EPS. Este gen codifica para la enzima glicosiltransferasa, responsable de la síntesis de 
(1,3)(1,2)-β-D-glucano en P. parvulus 2.6. El amplicón de 417 bp se detectó en todas las 
cepas, sugiriendo que todas ellas eran productoras (1,3)(1,2)-β-D-glucano. 
 
Como método complementario para la detección rápida de cepas productoras de 
(1,3)(1,2)-β-D-glucanos, se utilizó la reacción de aglutinación con el antisuero específico 
frente al polisacárido capsular de Streptococcus pneumoniae tipo 37. Éste es un β-glucano 
ramificado cuya cadena principal está formada por restos de glucosa unidos por enlaces 
→3)-β-D-Glcp-(1→ y con uniones β-D-Glcp-(1→ en el carbono 2 de cada glucosa 
(subunidad soforosa). Esta ramificación es el principal determinante inmunológico del 
polisacárido (Allen et al., 1988) que es, además, la parte que reconoce preferentemente el 
antisuero (Llull et al., 2001). En estos ensayos se utilizó P. parvulus 2.6 como control 
positivo de aglutinación, mientras que la cepa EPS- L. reuteri CECT925T fue utilizada 
como control negativo. 
 
La mayoría de las cepas gtf-positivas (25 de P. parvulus) aglutinaron en presencia 
del antisuero y se observaron dos patrones de aglutinación (Figura 4.5). En las cepas que 
produjeron cantidades superiores a 100 mg L-1 de EPS se detectaron grandes agregados 
celulares (Figura 4.5 A), mientras que éstos fueron de menor tamaño entre las productoras 
de entre 30 y 100 mg L-1 (Figura 4.5 B) Además, se observó que las cepas que no 
produjeron EPS o que lo hicieron en cantidades muy pequeñas (entre 0 y 30 mg L-1), no 
aglutinaron en presencia del antisuero (Figura 4.5 C) 
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Figura 4.5. Ensayos de inmunoaglutinación con cepas de P. parvulus productoras de EPS, con 
antisuero específico frente al polisacárido capsular de S. pneumoniae tipo 37: A) agregados grandes 
(CUPV22), B) agregados pequeños (CUPV25) y C) no existe aglutinación (CUPV17). 
 
 
 
B 
A 
C 
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4.3.4. Caracterización de los exopolisacáridos  
 
 
4.3.4.1. Análisis estructural  
 
La caracterización estructural de los 28 EPSs se realizó mediante el análisis de los 
espectros de 1H-RMN. Los EPS producidos por P. parvulus presentaron un conjunto de 
señales en la región entre 3,1 y 4 ppm y dos señales en la región anomérica idénticas a las 
mostradas en el espectro de 1H-RMN del β-glucano producido por P. parvulus 2.6 
(Dueñas-Chasco et al., 1997). En la Figura 4.6 se muestran los espectro de 1H y COSY-
RMN de los EPSs producidos por P. parvulus 2.6 (Figura 4.6 A), así como por P. parvulus 
CUPV1 (Figura 4.6 B) y 22 (Figura 4.6 C), como representativos de este grupo. Estos 
resultados indicaron que todas las cepas de P. parvulus producían un β-glucano con la 
misma estructura primaria: una unidad repetitiva formada por un trisacárido, con una 
cadena principal compuesta por dos glucosas unidas a través de un enlace β-(1→3), una de 
las cuales está sustituida por una glucosa terminal en posición 2 (Figura 1.6). Además, en 
los EPSs de P. parvulus CUPV1 y CUPV22, se analizó su composición monosacarídica y 
el tipo de unión entre los monosacáridos para confirmar los resultados de RMN. Tras la 
hidrólisis ácida de los polisacáridos se obtuvo glucosa como monosacárido único. Por otro 
lado, en los análisis de metilación se obtuvieron acetatos de alditol parcialmente metilados 
correspondientes a glucopiranosas terminales, 3-O-sustituidas y 2,3-di-O-sustituidas en 
proporciones relativas 1:1:1 (Tabla 4.2). Estos resultados son los esperados para el 
trisacárido que constituye la estructura repetitiva descrita anteriormente.  
 
Tabla 4.2. Proporción de tipos de enlaces deducidos a partir del análisis de metilación de los β-
glucanos producidos por P. parvulus CUPV1 y CUPV22  
 
Proporción relativa T. R.  
(min) 
Tipo de enlace 
deducido 
Fragmentos característicos (m/z) 
CUPV1 CUPV22 
6,701 Glcp-(1→ 87, 102, 118, 129, 145, 161, 162, 205 1 1 
8,716 →3)-Glcp-(1→ 101, 118,  129, 161, 173, 233 1 1 
10,958 
→2,3)-Glcp-(1→ 
87, 101, 129, 161, 202, 262 1 1 
T. R., tiempo de retención 
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Nota: la figura continúa en la siguiente página 
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Figura 4.6. Espectro de 1H y COSY RMN (500 MHz) de los EPS producido por A) P. parvulus 
2.6, B) P. parvulus CUPV1, C) P. parvulus CUPV22.  
 
 
4.3.4.2. Determinación del peso molecular  
 
El peso molecular de los β-glucanos producidos por las cepas de P. parvulus se 
determinó mediante cromatografía de exclusión molecular (SEC). La recta de calibrado se 
calculó utilizando diferentes dextranos estándar. Este análisis reveló la presencia de dos 
fracciones de diferente peso molecular en todas las muestras. En P. parvulus, los de alto 
peso molecular presentaban un rango comprendido entre 11,1 y 7,1 x 106 Da, mientras que 
los de bajo peso molecular entre 5,3 y 2,7 x 104 Da.  
 
Como se aprecia en la Tabla 4.3, la mayoría de cepas de P. parvulus (22) produjeron 
principalmente la fracción de mayor peso molecular. Además, es de destacar la correlación 
entre las cantidades de EPS y las proporciones correspondientes de la fracción de elevado 
peso molecular (R2= 0,799, P<0,001). Así, las cepas con un rendimiento en EPS crudo 
superior a 100 mg L-1 (13) produjeron casi exclusivamente la fracción de elevado peso 
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molecular (entre 96% y 82%), mientras que las que produjeron entre 100 mg L-1 y 40 mg 
L-1 mostraron esta misma fracción de forma mayoritaria, pero en menor proporción (entre 
79% y 60%). Por el contrario, las cepas con muy bajo rendimiento (<25 mg L-1), 
sintetizaron ambas fracciones en cantidades similares (entre 55% y 42%). En la Figura 4.7 
se muestran los cromatogramas característicos para cada grupo mencionado.  
 
 
Figura 4.7. Cromatogramas de exclusión molecular de las diferentes distribuciones de EPS 
detectados en las muestras de P. parvulus. P. parvulus CUPV22 (línea contínua), P. parvulus 
CUPV15 (línea discontínua) y P. parvulus CUPV5 (línea gris)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tiempo (min)  
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Tabla 4.3. Pesos moleculares (Mw) y proporciones relativas de los diferentes EPS producidos por 
cepas BAL.  
 
 Peso molecular promedio (Mw) 
 Mw F1 Proporción  Mw F2  Proporción  Cepas 
EPS  
(mg L-
1)  (106 Da) relativa de F1 (%) (104 Da) relativa de F2 (%) 
CUPV1 233  10,2 95,8 3,0 4,2 
CUPV2 124  8,2 87,5 3,0 12,5 
CUPV3 149  9,3 95,3 2,7 4,7 
CUPV4 44  8,6 38,6 4,9 61,4 
CUPV5 42  10,3 31,4 5,3 68,6 
CUPV6 127  9,4 81,8 3,1 18,2 
CUPV7 106  8,8 88,9 3,4 11,1 
CUPV8 125  9,7 89,4 3,8 10,6 
CUPV9 119  9,4 86,4 3,9 13,9 
CUPV10 121  9,3 91,0 3,4 9,0 
CUPV11 102  7,4 85,9 3,4 14,1 
CUPV12 44  8,6 70,9 3,3 29,1 
CUPV13 49  7,1 74,6 3,0 25,4 
CUPV14 11  n.d n.d n.d n.d 
CUPV15 22  9,5 49,5 2,8 50,5 
CUPV16 25  9,1 42,3 2,8 57,7 
CUPV17 18  9,6 54,6 2,8 45,4 
CUPV18 21  9,3 51,7 3,5 48,3 
CUPV19 n.d  n.d n.d n.d n.d 
CUPV20 6  n.d n.d n.d n.d 
CUPV21 2  n.d n.d n.d n.d 
CUPV22 228  10,5 91,2 3,1 8,8 
CUPV23 243  9,9 94,2 2,9 5,8 
CUPV24 140  10,1 94,9 3,1 5,1 
CUPV25 93  8,4 66,4 2,9 33,6 
CUPV26 135  10,2 90,5 3,1 9,5 
CUPV27 58  11,1 60,1 3,2 39,9 
CUPV28 62  10,0 68,3 3,4 31,7 
CUPV29 63  9,9 79,0 3,5 21,0 
CUPV30 79  8.6 62,7 3,4 37,3 
CUPV31 75  10,0 62,6 3,4 37,4 
CUPV32 75  10,0 70,1 3,4 29,9 
P. parvulus 2.6 193  9,3 90,6 4,1 9,4 
F1, Fracción de elevado peso molecular; F2, fracción de reducido peso molecular 
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4.3.5. Tipificación de las cepas de P. parvulus productoras de 
exopolisacáridos 
 
 
4.3.5.1. Análisis de los perfiles RAPD 
 
Se generaron perfiles RADP mediante los cebadores M13, P1 y P2, de las 32 cepas 
de P. parvulus productoras de EPS, así como de las cepas de referencia, P. parvulus 2.6, P. 
parvulus CECT7350T, P. damnosus CECT4694 y P. damnosus CECT793T. Con los 
perfiles RADP obtenidos, se realizó un análisis de agrupamientos tanto para cada cebador, 
como de los tres cebadores de forma combinada. En todos los casos se observó que las 
cepas de P. damnosus se separaban claramente de las de P. parvulus. Se detectaron al 
menos cuatro grupos con un único cebador y de ellos, el cebador P1 fue el que mostró una 
menor capacidad de discriminación intraespecífica, ya que de las 34 cepas de P. parvulus 
analizadas, 21 se agrupaban juntas. Los valores de correlación cofenética para los 
agrupamientos con los perfiles generados por los cebadores M13, P1 y P2 fueron de 90%, 
96% y 77%, respectivamente y del 90% para el análisis global, combinando los tres 
perfiles RADP. La capacidad de discriminación intraespecífica más elevada se consiguió 
mediante la combinación de los perfiles RADP obtenidos con los tres cebadores, 
mostrando 17 patrones diferentes, entre las cepas.  
 
 
4.3.5.2. Análisis combinado de datos genotípicos y fenotípicos 
 
Como se observa en la Figura 4.8, todas las cepas analizadas (34 P. parvulus y 2 P. 
damnosus) se agruparon a un 10,5% de similaridad, con un valor de correlación cofenética 
del 97%. A un nivel de similaridad del 58%, se forman dos grupos que engloban todos los 
P. parvulus, excepto P. parvulus CECT7350T. El grupo I agrupa a P. parvulus 2.6 junto a 
25 cepas aisladas de sidra y presenta características en común como aglutinación positiva, 
amplificación del fragmento de 417 pb del gen gtf y la producción de las cantidades más 
elevadas de EPS. Dentro de este grupo, a un nivel de similaridad del 85%, se unen desde la 
cepa 28 a la 32, las cuales provenían de la misma muestra, lo que sugiere su clonalidad. 
Por otro lado, al mismo nivel de similaridad, se agrupan desde la cepa 7 a la 10, obtenidas 
de la misma sidrería (1993), con las cepas 12 y 13, aisladas 10 años más tarde en sidrerías 
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diferentes. Este hecho indicaría la clonalidad de las cepas productoras de EPS implicadas 
en la producción de sidra. Además, es de señalar que dentro de este grupo, la cepa P. 
parvulus 2.6 está claramente separada de las demás. 
 
Por otra parte, el cluster II agrupa siete aislados que amplifican el gen gtf, pero que 
son negativos respecto al test de aglutinación y no producen EPS o lo hacen en cantidades 
muy reducidas. Todos los aislados de este grupo fueron obtenidos de la misma sidrería en 
la cosecha del 2005, seis de ellos se unen con un 85% de similaridad, pero la cepa 15 es 
claramente diferente.  
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Figura 4.8. Dendrograma derivado del agrupamiento UPGMA basado en la matriz de similaridad 
obtenida con 34 P. parvulus (1 cepa de referencia y 33 aislados de sidra) y 2 cepas de referencia P. 
damnosus: los perfiles RADP M13, P1 y P2, la amplificación del gen gtf, el patrón de fermentación 
de azúcares, el test de aglutinación y la producción de EPS. La escala indica el porcentaje de 
similitud. Los patrones de fermentación de azúcares se indican como agalactosa, bmaltosa, cxilosa.  
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4.3.6. Caracterización del potencial probiótico de cepas de bacterias 
lácticas productoras de (1,3)(1,2)-β-D-glucanos 
 
El potencial probiótico se examinó en las cepas P. parvulus CUPV1, CUPV22, que 
se seleccionaron en base a su alto rendimiento de EPS (alrededor de 250 mg L-1), masas 
moleculares y una proporción elevada de la fracción de 107 Da (alrededor del 94%) (Figura 
4.9). Además, estas dos cepas no son de origen clonal, lo que facilita su diferenciación 
rápida mediante RAPD-PCR con los cebadores P1 o P2. Además se incluyó la cepa L. 
suebicus CUPV221 productora del mismo tipo de β-glucano, pero que presenta la 
particularidad de que el EPS crudo presenta como mayoritaria (88%) la fracción de bajo 
peso molecular (Figura 4.9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.9. Cromatogramas de exclusión molecular de los β-glucanos sintetizados por P. parvulus 
CUPV1 (línea continua gris), P. parvulus CUPV22 (línea discontinua) y L. suebicus CUPV221 
(línea continua negra). 
 
 
4.3.6.1. Caracterización de bacterias lácticas y producción de exopolisacáridos 
 
Como se ha mencionado anteriormente, la presencia del gen gtf se detectó en el 
genoma de las tres cepas seleccionadas mediante la amplificación de un fragmento del gen. 
Posteriormente, éste fue secuenciado en su totalidad (1704 nt) en las tres cepas, 
observándose que los genes de P. parvulus CUPV1 y CUPV22 son idénticos entre si y 
diferían únicamente en 3 nucleótidos del gen de L. suebicus CUPV221 (Anexo II). La 
comparación de las secuencias aminoacídicas deducidas mediante el programa BLAST 
 Tiempo (min) 
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(NCBI) mostró que la enzima GTF de L. suebicus CUPV221 difería únicamente en 2 
aminoácidos (A91V y L126I) de la de P. parvulus 2.6 (Werning et al., 2006), mientras que 
las GTFs de P. parvulus CUPV1 y CUPV22 diferían en un solo aminoácido (A489T). 
 
Estas enzimas ligadas a membrana pertenecen a la superfamilia de 
glicosiltransferasas de clase A (cl11394, base de datos CDD, NCBI). Esta superfamilia 
incluye familias diversas de glicosiltransferasas, con un plegamiento estructural común de 
tipo GT-A. Las secuencias aminoacídicas deducidas de las glicosiltransferasas de las tres 
cepas seleccionadas se alinearon con otras secuencias de glicosiltransferasas de la misma 
superfamilia. Su comparación mostró que la región de homología se expandía desde los 
aminoácidos 109 al 354, por lo que la mutación L126I de L. suebicus CUPV221 en la 
región homóloga se encontraba localizada en el centro activo de la enzima, próxima al 
motivo DXD (aminoácidos 198-200 en GTF). Este motivo es el sitio putativo de unión del 
ion metálico, que se utiliza para coordinar los fosfatos del NDP-azúcar en el centro activo 
de la enzima (Unligil y Rini, 2000). Además, el análisis de las GTFs con el programa 
TMpred (htto://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html) reveló que la 
mutación A489T está posicionada en el bucle entre las hélices transmembrana quinta y 
sexta de la GTF y que ninguna de las otras dos mutaciones está incluida en regiones 
transmembrana. Estos resultados nos indican que A91V y A489T podrían ser mutaciones 
neutras para la actividad de la enzima, mientras que la mutación L126I podría alterar su 
actividad, razón por la cual L. suebicus CUPV221 sintetizaría un β-glucano de peso 
molecular inferior al producido por las cepas CUPV1 y CUPV22. 
 
Con respecto a la producción de polisacárido, ésta se examinó en medios 
semidefinidos suplementados con glucosa, ya que se conocía previamente que este azúcar 
constituye la mejor fuente carbonada para la producción de EPS en P. parvulus 2.6 
(Velasco et al., 2007). Las tres cepas seleccionadas sintetizaron entre 137 y 180 mg L-1 tras 
181 h de incubación. Las tres produjeron polisacárido durante la fase exponencial del 
crecimiento, aunque en la fase estacionaria el patrón de producción y secreción de EPS 
varió en función de la especie. Como se observa en la Figura 4.10 A y B, las cepas de P. 
parvulus CUPV1 y CUPV22 sintetizaron EPS casi exclusivamente durante la fase 
exponencial, alcanzando niveles de 123 y 159 mg L-1, respectivamente, al inicio de la fase 
estacionaria (a las 60 h). Posteriormente, a lo largo de esta fase ambas cepas sintetizaron 
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pequeñas cantidades de EPS, llegando a valores de 167 y 179 mg L-1. Por el contrario, L. 
suebicus CUPV221 mostró una producción inferior de EPS durante la fase exponencial, 
alcanzando una concentración de 48 mg L-1 al inicio de la fase estacionaria. Estas 
cantidades se mantuvieron constantes hasta la fase estacionaria tardía, en la que se detectó 
un aumento pronunciado de la concentración de EPS, llegándose a acumular 137 mg L-1 a 
las 181 h (Figura 4.10 C). Para las tres cepas, la producción de EPS y el incremento de la 
viscosidad del medio de cultivo (Figura 4.10) estuvieron estadísticamente correlacionados 
(P<0,001), con un R2 de 0,792, 0,933 y 0,952 para CUPV1, CUPV22 y CUPV221, 
respectivamente.  
 
Tras 181 h de cultivo, las cepas P. parvulus CUPV22 y L. suebicus CUPV221 
sintetizaron cantidades similares de EPS (alrededor de 150 mg L-1), que provocaron un 
incremento en la viscosidad del medio de cultivo de aproximadamente 4 mm2 seg-1. Sin 
embargo, aún siendo producido en condiciones y cantidades similares a las de P. parvulus 
CUPV22, el EPS sintetizado por P. parvulus CUPV1 (167 mg L-1) determinó un aumento 
de la viscosidad del medio de únicamente 1,5 mm2 seg-1, el cual fue significativamente 
inferior (P<0,001) al producido por los β-glucanos de las otras dos cepas.  
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Figura 4.10. Análisis del crecimiento (DO600), producción de β-glucanos (barras blancas) e 
incremento de la viscosidad del medio de cultivo (barras grises) de: A) P. parvulus CUPV1, B) P. 
parvulus CUPV22, y C) L. suebicus CUPV221. * La relación viscosidad/EPS a las 181h para la 
cepa CUPV21 muestra una diferencia significativa (P<0,001) con las obtenidas para las cepas 
CUPV22 y CUPV221.  
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4.3.6.2. Tolerancia al estrés gastrointestinal  
 
La tolerancia al estrés gastrointestinal de las tres cepas seleccionadas se investigó en 
un sistema modelo que simulaba las condiciones propias del tracto gastrointestinal 
humano. Se consideraron los siguientes factores: efecto de la lisozima y pepsina a los 
diferentes valores de pH (5, 4, 3,1, 2,1 y 1,8) del estómago en digestión (estrés gástrico) y 
la acción posterior de sales biliares y pancreatina (estrés gastrointestinal). Los ensayos se 
realizaron con las bacterias resuspendidas en dos medios diferentes: i) MRS, por ser el 
medio óptimo de crecimiento de estos microorganismos, y ii) en leche descremada 
acidificada (pH 4,6), por ser leches fermentadas y yogures los vehículos habituales para la 
ingesta de probióticos, así como por haber sido descrito que la leche descremada aumenta 
la tolerancia de las BAL ante el estrés gástrico (Charteris et al., 1998). 
 
La respuesta ante el estrés gástrico varió en función del medio de ensayo. En los 
realizados en MRS fresco, la primera etapa del estrés gástrico (G pH 5) redujo la viabilidad 
celular de las tres cepas a niveles inferiores al límite de detección del ensayo LIVE/DEAD 
(1 x 105 UFC mL-1). Por el contrario, al realizar los ensayos de tolerancia con las cepas 
resuspendidas en leche acidificada (pH 4,6) se observaron diferencias de comportamiento 
entre las tres cepas. La supervivencia de las tres cepas se vio afectada principalmente 
durante la exposición a las condiciones de saliva y estrés gástrico. Tras la exposición a pH 
5 (G pH 5), las tres cepas exhibieron una importante reducción de la viabilidad celular, 
pero con niveles de supervivencia entre 23% y 30% (Figura 4.11). Los tratamientos a pHs 
más bajos, hicieron disminuir progresivamente la viabilidad celular de P. parvulus 
CUPV1, hasta quedar por debajo del límite de detección, tras su incubación a pH 2,1 (G 
pH 2,1), aunque esta cepa todavía exhibía una supervivencia celular del 1,6 % a pH 
3,1(Figura 4.11 A).  
 
La tolerancia al estrés ácido fue más pronunciada en P. parvulus CUPV22 y L. 
suebicus CUPV221. La primera cepa mantuvo un nivel de supervivencia cercano al 30% 
tras exposición a pHs entre 5 y 3,1(Figura 4.11 B). Sin embargo, la supervivencia de estas 
cepas se situó por debajo del límite de detección al ser expuestas a pHs más acídicos. L. 
suebicus CUPV221 resultó ser significativamente más resistente ante el estrés ácido 
(P<0,05), ya que mostró un nivel de supervivencia del 11% a pH 1,8 (Figura 4.11 C). Este 
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nivel resultó ser similar al detectado para la cepa probiótica Bifidobacterium animalis 
subsp. lactis BB-12 (Fernández de Palencia et al., 2008). Para determinar la tolerancia de 
las cepas ante el estrés intestinal, las muestras G pH 5 fueron incubadas en presencia de 
sales biliares y pancreatina a pH 6,5 (GI). Estas condiciones no produjeron alteración 
alguna en su viabilidad celular.  
bActeriAs lácticAs de sidrA nAturAl: implicAción en AlterAciones y potenciAl probiótico de cepAs productorAs de (1,3)(1,2)-ß-d-glucAnos
184
4. Resultados 
 
 
 6
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.11. Análisis de la supervivencia celular (%) de las cepas A) P. parvulus CUPV1,B) P. 
parvulus CUPV22 y C) L. suebicus CUPV221 resuspendidas en leche descremada (pH 4,6), frente 
a condiciones simuladas de estrés gastrointestinal * P<0,01 en comparación con P. parvulus 
CUPV22 y L. suebicus CUPV221;** P<0,05 en comparación con P. parvulus CUPV1 y P. 
parvulus CUPV22.  
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4.3.6.3. Adhesión de las cepas seleccionadas a células Caco-2  
 
Se investigó asimismo la capacidad de las tres cepas seleccionadas para adherirse a 
las células epiteliales del intestino humano, usando la línea celular Caco-2 como modelo in 
vitro del epitelio del colon. Mediante cuantificación con cámara Neubauer, se comprobó en 
primer lugar que las tres bacterias no exhibían efecto perjudicial alguno sobre las células 
Caco 2, ya que el número de éstas en la muestra control (1,72 x 105 ± 2,14 x 104 células 
mL-1) era muy similar al de las muestras tratadas con P. parvulus CUPV1 (1,76 x 105 ± 
1,59 x 104 células mL-1), P. parvulus CUPV22 (1,99 x 105±4,7 x 104 células mL-1) y L. 
suebicus CUPV221 (1,43 x 105 ± 1,06 x 104 células mL-1).  
 
Como se muestra en la Figura 4.12, las cepas examinadas presentaron grandes 
diferencias en relación a su capacidad de adhesión a las células Caco-2. Así, P. parvulus 
CUPV22 exhibió el nivel de adhesión más elevado (10,5%). Con el objeto de examinar la 
contribución de su β-glucano a la capacidad de adhesión, se realizó un ensayo adicional 
con esta cepa consistente en el lavado de las células con PBS (para eliminar el EPS 
adherido a la superficie celular y obtener la subpoblación CUPV22*) y ensayo 
suplementario de adhesión. El análisis por microscopía electrónica de las células lavadas 
reveló la eficacia de este tratamiento para eliminar el EPS adherido, como se observa en las 
imágenes incluidas en la Figura 4.12. En estas condiciones, la adhesión a células Caco-2 se 
redujo drásticamente, pasando de un 10,5% a tan solo un 1,2% en la subpoblación 
CUPV22*, lo que puso de manifiesto la contribución del β-glucano en la adhesión 
bacteriana a las células epiteliales. 
 
En comparación con la capacidad de adhesión de cepas probióticas comerciales, P. 
parvulus CUPV22 presentó un nivel de adhesión significativamente superior (P<0,05) que 
el de las cepas probióticas Lactobacillus acidophilus LA-5 (5,5%) y Bifidobacterium 
animalis subsp. lactis BB-12 (1,2%). Con respecto a L. suebicus CUPV221, mostró una 
capacidad de adhesión superior a la de B. animalis subsp. lactis BB-12 (P<0,05) y similar a 
L. acidophilus LA-5 (Figura 4.12). 
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Figura 4.12. Adhesión de las cepas bacterianas a las células Caco-2 tras la infección con 10 
bacterias por célula epitelial. Se incluyen fotos de microscopia electrónica de transmisión de la 
cepa P. parvulus CUPV22 lavada (P. parvulus CUPV22*) y sin lavar (P. parvulus CUPV22). * 
P<0,05 comparado con Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12;** P<0,05 comparado con 
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 y Lactobacillus acidophilus LA-5.  
 
4.3.6.4. Capacidad inmunoestimuladora de las cepas P. parvulus CUPV22 y L. 
suebicus CUPV221 
 
Se evaluó también la capacidad inmunomoduladora de estas dos cepas mediante la 
determinación de su habilidad para modular la producción de citoquinas en macrófagos 
proinflamatorios M1, estimulados por el factor M-CSF y macrófagos antiinflamatorios M2, 
estimulados por el factor GM-CSF. Como se observa en la Figura 4.13, ambas cepas 
indujeron la producción de citoquinas proinflamatorias IL-6, IL-8 y TNF-α en macrófagos 
M1. Por el contrario, la producción de IL-10 por ambos tipos de macrófagos resultó 
significativamente inducida sólo por la cepa L. suebicus CUPV221 (P<0,05). Por lo tanto, 
P. parvulus CUPV22 y L. suebicus CUPV221 inducen la producción de un perfil distinto 
de citoquinas tras el contacto con los macrófagos, y en consecuencia promueven de forma 
diferente la activación de macrófagos humanos. 
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Figura 4.13. Producción de citoquinas: A) IL-6, B) IL-8, C) TNF-α y D) IL-10 por macrófagos 
M1 y M2 en respuesta a la presencia de P. parvulus CUPV22 y L. suebicus CUPV221.*P<0,05 en 
comparación a P. parvulus CUPV22. 
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4.4. DISCUSIÓN 
 
En este trabajo se ha abordado la detección y caracterización de nuevas cepas 
productoras de (1,3)(1,2)-β-D-glucanos entre 147 bacterias lácticas aisladas de sidra 
natural. Posteriormente, las cepas P. parvulus CUPV1, P. parvulus CUPV22 y L. suebicus 
CUPV221 fueron seleccionadas para el estudio de su potencial probiótico en vistas a su 
posible utilización en la elaboración de alimentos funcionales. 
 
Entre las cepas analizadas, 32 mostraron fenotipo ropy en medio MRS y todas 
fueron identificadas como P. parvulus. La capacidad de producción de EPS varió mucho 
entre los diferentes aislados, aunque casi la mitad de las cepas (13) sintetizó cantidades 
superiores a 100 mg L-1 (entre 100 y 250 mg L-1). Estos niveles eran relativamente 
superiores a los reportados para otras cepas BAL EPS+ aisladas de otros alimentos 
(Vanigelgem et al., 2004; Mozzi et al., 2006), con excepción de las elevadas cantidades 
que se obtienen en la producción de dextranos o fructanos por ciertas cepas de Leuconostoc 
(Van der Meulen et al., 2007).  
 
En relación a la naturaleza del polisacárido producido por las 32 cepas, es de 
destacar que la reacción de PCR con los cebadores específicos para la detección del gen gtf 
(Werning et al., 2006) fue positiva para todas las cepas, sugiriendo que todas ellas eran 
productoras de β-glucanos. Como método suplementario de detección de cepas 
productoras de (1,3)(1,2)-β-D-glucanos se utilizó el test de aglutinación con el antisuero 
específico frente al polisacárido capsular de Streptococcus pneumoniae tipo 37. Este 
anticuerpo reconoce específicamente las ramificaciones glucosa β-(1→2) (LLul et al., 
2001), lo que hace que reaccione con P. parvulus 2.6 (Fernández de Palencia et al., 2009) y 
otros productores de (1,3)-β-glucanos sustituidos en posición 2 (Walling et al., 2005; Dols-
Lafargue et al., 2008). Los resultados obtenidos confirmaron que este ensayo de 
aglutinación puede ser usado como un método rápido de detección de cepas productoras de 
(1,3)(1,2)-β-D-glucanos, siempre y cuando éstas produzcan cantidades superiores a 20-30 
mg L-1, de acuerdo a lo reportado por Dols-Lafargue et al. (2008). 
 
La síntesis de este tipo particular de (1,3)-β-D-glucanos sustituidos en posición 2 fue 
confirmada mediante 1H RMN, tras el aislamiento y la purificación de los polisacáridos 
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producidos por las 28 cepas que sintetizaron cantidades superiores a 15 mg L-1. Además, 
los resultados del análisis de metilación de los EPSs producidos por las cepas 1 y 22 
mostraron claramente que sus EPS crudos estaban constituidos únicamente por este tipo de 
polisacárido, en contraposición a lo descrito para Lactobacillus G-77 (Dueñas-Chasco et 
al., 1998) y O. oeni (Ibarburu et al., 2007; Dols-Lafargue et al., 2008), las cuales sintetizan, 
además del β-glucano, un α-glucano y heteropolisacáridos, respectivamente. La 
producción de un único exopolisacárido, representa una interesante característica cuando 
se pretenden determinar las actividades biológicas o el potencial probiótico de estos β-
glucanos.  
 
La actividad biológica de los (1,3)-β-glucanos depende de su peso molecular, así 
como de su estructura primaria y conformación. Estas características determinan su grado 
de afinidad a receptores y su capacidad para modular la respuesta inmune (Sletmoen y 
Stokke, 2008). En relación al peso molecular, se demostró previamente que la composición 
del medio de cultivo influye decisivamente sobre el tamaño del (1,3)(1,2)-β-D-glucano 
sintetizado por P. parvulus 2.6, siendo la glucosa la fuente carbonada en la que el peso 
molecular y el rendimiento en EPS son más elevados (Velasco et al., 2009).  
 
Teniendo en cuenta esta influencia, se utilizó glucosa como fuente energética para 
crecer los nuevos aislados de P. parvulus y obtener sus EPSs. El análisis de éstos mediante 
SEC puso de manifiesto que todas los β-glucanos estaban constituidos por dos fracciones, 
una de elevado peso molecular (alrededor de107 Da) y otra de peso molecular muy inferior 
(alrededor de 104 Da). Las proporciones relativas de las dos fracciones variaban 
ampliamente en función de la cepa y estaban significativamente correlacionadas con el 
rendimiento en EPS.  
 
Según de Vuyst et al. (2001), el peso molecular del EPS tiene gran importancia a la 
hora de determinar la viscosidad intrínseca de un polímero. Por consiguiente, las cepas P. 
parvulus CUPV1 y CUPV22 podrían considerarse como bioespesantes potenciales, dado el 
elevado peso molecular de sus EPSs. En ambos casos, la fracción de elevada masa 
molecular era casi exclusivamente la mayoritaria y su peso molecular fue superior al de los 
(1,3)-β-glucanos comerciales escleroglucano y curdlano, que presentan pesos moleculares 
con rangos de 1,3 x 105 a 6 x 106 Da (Survase et al., 2007) y de 5,3 x 104 a 2,0 x 106 Da 
(Nakata et al., 1998), respectivamente. Sin embargo, otros factores tales como la 
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conformación del polisacárido o las interacciones que establece con el medio de cultivo 
pueden también, contribuir a las características reológicas de los medios fermentados. Por 
lo tanto, será necesaria una investigación posterior para determinar sus propiedades como 
texturizantes en matrices alimentarias particulares. 
 
Con respecto a la caracterización genotípica de los nuevos aislados de P. parvulus, 
se observó que los perfiles RAPD obtenidos con cada cebador eran muy similares entre 
ellos, a pesar de que fueran cepas obtenidas a lo largo de 13 años. Sin embargo, el análisis 
combinado de los tres perfiles RAPD y las características fenotípicas agrupó a los aislados 
de sidra, separándolos de la cepa tipo P. parvulus CECT7350T, aislada de un ensilado. 
Además, los perfiles RAPD distinguieron los aislados clonales de otras cepas particulares, 
tales como P. parvulus 2.6, (Werning et al., 2006), por lo que han sido aplicados para la 
selección de cepas. Además, los perfiles RAPD obtenidos en este estudio permiten una 
diferenciación clara entre P. parvulus y P. damnosus, especies estrechamente relacionadas. 
A este respecto es destacable que la cepa P. parvulus 2.6 fue inicialmente descrita como 
perteneciente a la especie P. damnosus (Dueñas-Chasco et al., 1997), pero posteriormente 
fue asignada a la especie P. parvulus en base a la secuenciación de su gen ARNr 16S 
(Werning et al., 2006). 
 
Para los ensayos del potencial probiótico se seleccionaron las cepas P. parvulus 
CUPV1 y P. parvulus CUPV22 en base a sus características fenotípicas y genotípicas: 
producción elevada del β-glucano con una proporción casi exclusiva de la fracción de 
elevado peso molecular y de que se trataran de clones diferentes y discriminables de P. 
parvulus 2.6. Con la finalidad de examinar el carácter probiótico en cepas de especies 
diferentes, estos ensayos se realizaron también con la cepa L. suebicus CUPV221 
productora del mismo β-glucano, pero cuya fracción mayoritaria es la de reducido peso 
molecular. Como referencia se tomaron las cepas probióticas comerciales L. acidophilus 
LA-5 y B. animalis subsp. lactis BB-12. 
 
Los análisis de estas tres cepas con respecto a su tolerancia al estrés gastrointestinal 
y capacidad de adhesión a células Caco-2 revelaron un comportamiento diferente entre 
ellas, aunque las tres compartían la característica de presentar una tolerancia elevada al 
estrés intestinal. P. parvulus CUPV1 presentó la sensibilidad más acusada frente al estrés 
gástrico (reducción de la viabilidad celular de 98.4% a pH 3,1) y una menor capacidad de 
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adhesión a las células epiteliales (0,5%). Por el contrario, P. parvulus CUPV22 presentó 
una supervivencia del 29% al ser expuesta a pH 3,1, siendo superior a la detectada 
previamente para P. parvulus 2.6 (10%) (Fernández de Palencia et al., 2009). Con respecto 
a L. suebicus CUPV221, el 11% de la población sobrevivió a las condiciones de pH más 
extremas (pH 1,8) del gradiente de pH gástrico.  
 
Por otro lado, P. parvulus CUPV22 exhibió la mayor capacidad de adhesión a 
células Caco-2 (10,5%), valor que fue similar al detectado con la cepa probiótica comercial 
L. rhamnosus GG (9,7%) (Tuomola y Salminen, 1998), pero superior al detectado en P. 
parvulus 2.6 (6,1%) (Fernández de Palencia et al., 2009) y L. acidophilus LA-5 (5,5%) 
(Figura 4.12). El β-glucano que envuelve a la cepa CUPV22 podría contribuir a mejorar su 
capacidad de adhesión a las células epiteliales, mediante su unión a los receptores de estas 
células, como sugirieron Ruas-Madiedo et al. (2006). Como confirmación de esta 
hipótesis, la adhesión a las células epiteliales se redujo del 10,5% al 1,2% cuando se 
eliminó el polisacárido mediante lavado con PBS (Figura 4.12). Fernández de Palencia et 
al. (2009) mostraron resultados similares para P. parvulus 2.6, cuya capacidad de adhesión 
tras el lavado con PBS, disminuyó a los niveles detectados para la cepa isogénica (no 
productora del β-glucano). Estos resultados, junto a los obtenidos por Dols-Lafargue et al. 
(2008), que demostraron la contribución del (1,3)(1,2)-β-D-glucano en la formación de 
biofilms por BAL, refuerzan la idea de que este biopolímero juega un papel importante en 
el reconocimiento celular y la colonización del intestino por cepas BAL. 
 
Con respecto a L. suebicus CUPV221, esta cepa presentó un nivel de adhesión a 
células Caco-2 (3,2%), superior al de la cepa probiótica B. animalis subsp. lactis BB-12 
(1,8%) (Figura 4.12). Además, exhibió una resistencia al estrés gastrointestinal superior a 
la de P. parvulus CUPV22. Los resultados anteriores indicaron que una parte importante 
de la población de P. parvulus CUPV22 y L. suebicus CUPV221 podría sobrevivir a su 
paso por el tracto digestivo humano y adherirse a la mucosa intestinal. Al igual que lo 
demostrado para otras cepas de BAL adherentes (Ramiah et al., 2008), estas propiedades 
podrían contribuir a la protección de las células intestinales frente a infecciones por 
bacterias patógenas y las dos cepas podrían actuar como agentes inmunomoduladores en el 
colon humano.  
En relación al potencial efecto inmunomodulador de las cepas P. parvulus CUPV 22 
y L. suebicus CUPV 221, conviene destacar que aunque la capacidad para inducir la 
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producción de citoquinas proinflamatorias fue muy similar en ambas cepas, únicamente L. 
suebicus CUPV221 provocó la liberación de la citoquina antiinflamatoria IL-10. Este 
efecto se observó usando tanto macrófagos proinflamatorios M1 como antiinflamatorios 
M2. En la actualidad, está aceptado que la citoquina antiinflamatoria IL-10 juega un papel 
crítico en la regulación de la respuesta inmune en los procesos infecciosos y en la 
resolución de la respuesta inflamatoria. Este hecho se debe a su capacidad para reducir la 
actividad de las células inmunitarias que causan daño tisular durante la eliminación de 
patógenos e inflamación (Couper et al., 2008). La acción de esta interleuquina es debida 
fundamentalmente a su efecto directo sobre monocitos y macrófagos, donde limita la 
producción de citoquinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, IL-12 y TNFα) (Moore et al., 
2001). Por consiguiente, la propiedad de la cepa L. suebicus CUPV221 de inducir la 
expresión de IL-10 en macrófagos podría ser indicativo de su capacidad para limitar el 
daño tisular. A este respecto, dada la mayor capacidad inductora de la producción de IL-10 
de la cepa L. suebicus CUPV221, ésta sería la más adecuada para favorecer la resolución 
del proceso inflamatorio y mantener la homeostasis de los tejidos, dos efectos que serían 
compatibles con una acción probiótica. Según nuestro conocimiento, éste es el primer 
ejemplo de una cepa de L suebicus con propiedades inmunomoduladoras potencialmente 
beneficiosas. Los resultados anteriores sugieren que ambas cepas son probióticos 
potenciales que podrían ser utilizadas para la elaboración de alimentos funcionales.  
 
Las cepas seleccionadas fueron también caracterizadas en cuanto a sus propiedades 
tecnológicas, ya que los (1,3)-β-glucanos, además de por su interés terapéutico, han sido 
extensamente estudiados por sus propiedades fisicoquímicas, especialmente su capacidad 
gelificante, lo que ha conducido a su aplicación en alimentos. En este contexto, el potencial 
bioespesante del (1,3)(1,2)-β-glucano de P. parvulus 2.6 ya había sido demostrado 
(Velasco et al., 2009). Por esta razón, se determinó el aumento de viscosidad del medio de 
cultivo provocado por el EPS sintetizado por las tres cepas seleccionadas. Éstas produjeron 
cantidades elevadas de β-glucano, comprendidas entre 137 y 180 mg L-1 en el medio 
semidefinido y mostraron patrones de producción diferentes según la especie. Las cepas de 
P. parvulus comenzaron la producción de β-glucano durante la fase exponencial del 
crecimiento, siguiendo el patrón de otras cepas productoras del (1,3)(1,2)-β-D-glucanos, 
como P. parvulus 2.6 (Velasco et al., 2006) y P. damnosus IOEB8801 (Walling et al., 
2005). Por el contrario, L. suebicus CUPV221 produjo la mayor parte del polisacárido 
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durante la fase estacionaria, lo que podría suponer una ventaja a la hora de su aplicación 
como coadyuvante durante las fermentaciones.  
 
Con respecto al potencial bioespesante de los β-glucanos, los resultados mostraron 
que los EPSs producidos por P. parvulus CUPV22 y L. suebicus CUPV221 conferían una 
viscosidad elevada al medio de cultivo (4 mm2 seg-1), mientras que el sintetizado por P. 
parvulus CUPV1 sólo provocaba un aumento moderado del mismo (1,5 mm2 seg-1). Tras la 
determinación de los pesos moleculares de los tres β-glucanos, se mostró que el 
polisacárido crudo de P. parvulus CUPV22 estaba constituido principalmente por un 
polímero de elevado peso molecular. Este resultado podría ser indicativo de la relación 
entre la presencia de una proporción elevada de la fracción de alto peso molecular y una 
capacidad significativa como bioespesante. Sin embargo, L. suebicus CUPV221 presentaba 
como fracción mayoritaria la de reducido peso molecular, lo que podría estar relacionado 
con los cambios genéticos de la región catalítica del enzima. Por consiguiente, las 
fracciones de elevado y reducido peso molecular originaron un incremento similar de la 
viscosidad. Estos resultados están de acuerdo con lo descrito por Petry et al. (2003), que no 
encontraron una correlación directa entre la cantidad de EPS producido, la proporción 
relativa de las diferentes fracciones y las propiedades reológicas de las leches fermentadas. 
Estos resultados sugieren que, además del peso molecular de los β-glucanos, otros factores 
como su conformación o las interacciones entre el EPS y la microestructura del medio de 
cultivo podrían afectar a las características reológicas del medio fermentado (Vaningelgem 
et al., 2004). No obstante, los resultados globales indican que P. parvulus CUPV22 y L. 
suebicus CUPV221 exhiben potencial como cepas probióticas, y que sus polímeros podrían 
tener utilidad como viscosificantes de alimentos fermentados. 
 
Con el objeto de conocer las materias primas que podrían ser fermentadas por las 
tres cepas seleccionadas, se analizó su patrón de fermentación de azúcares. Los resultados 
mostraron que es una característica dependiente de la cepa. Las cepas de P. parvulus 
fueron capaces de crecer y fermentar glucosa, fructosa, galactosa, trehalosa y maltosa, lo 
que permitiría su uso en productos lácteos. Además, el hecho de fermentar maltosa, 
disacárido presente en la avena y otros cereales, indica su potencial para ser utilizados 
como cultivos iniciadores o coadyuvantes en las fermentaciones de productos no lácteos. 
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4.5. CONCLUSIONES 
 
En este trabajo, con el objeto de aislar nuevas cepas con posible potencial próbiótico, 
se ha abordado la detección y caracterización de nuevas cepas productoras de (1,3)(1,2)-β-
glucanos entre 147 bacterias lácticas aisladas de sidra natural.  
 
Todos los aislados EPS+ fueron identificadas como P. parvulus (32) y casi la mitad 
de las cepas (13) sintetizó cantidades superiores a 100 mg L-1. Todas las cepas EPS+ 
mostraron la presencia del gen gtf, indicativa de su posible capacidad de producción del 
(1,3)(1,2)-β-D-glucano. Los espectros RMN de protón de la exopolisacáridos fueron 
idénticos a los descritos para el·β-glucano producido por P. parvulus 2.6, resultados que 
indican la producción del mismo (1,3)-β-D-glucano sustituido en posición 2. En los 
polímeros de dos de ellas CUPV1 y CUPV22, los análisis de metilación y de composición 
monosacárida así como los espectros COSY-RMN confirmaron la producción de este tipo 
particular de β-glucano. 
 
El test de aglutinación con el antisuero específico frente al polisacárido capsular de 
Streptococcus pneumoniae tipo 37 mostró su validez como método alternativo y rápido de 
detección de cepas productoras de (1,3)(1,2)-β-D-glucanos, siempre y cuando éstas 
produzcan cantidades superiores a 20-30 mg L-1. 
 
Por otro lado, los cromatogramas de exclusión molecular de los EPSs crudos 
mostraron dos fracciones muy diferentes, una de elevada masa molecular del orden de 107 
Da y la otra del orden de 104 Da y cuyas proporciones relativas varían en función de la 
cepa.  
 
Además, en este trabajo se ha abordado el estudio de ciertas propiedades probióticas 
en tres cepas productoras de este tipo de biopolímeros, P. parvulus CUPV1 y CUPV22 y L. 
suebicus CUPV221. Las cepas de P. parvulus se seleccionaron en base a su alto 
rendimiento en el β-glucano, masas moleculares y elevada proporción de la fracción de 107 
Da. Además, estas dos cepas no son de origen clonal, lo que facilita su diferenciación 
rápida mediante RAPD-PCR con los cebadores P1 o P2. 
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En relación a las características tecnológicas de las cepas seleccionadas, se observó 
que sus correspondientes exopolisacáridos provocaban incrementos significativos de la 
viscosidad del medio de cultivo. Las dos cepas de P. parvulus sintetizaron β-glucano 
principalmente durante la fase exponencial tardía, mientras que L. suebicus produjo la 
mayor parte en la fase estacionaria. Además, las cepas de P. parvulus mostraron la 
capacidad para fermentar diferentes azúcares incluyendo, glucosa, galactosa y maltosa, lo 
que las haría adecuadas para su uso como cultivos iniciadores o coadyuvantes en la 
elaboración de productos fermentados tanto lácteos como no lácteos. El gen gtf de estas 
tres cepas, fue secuenciado en su totalidad (1704 nt) observándose que los genes de P. 
parvulus CUPV1 y CUPV22 son idénticos entre si y diferían únicamente en 3 nucleótidos 
del gen de L. suebicus CUPV221. Una de las mutaciones se encontraba localizada en el 
centro activo de la enzima y podría explicar la producción casi exclusiva de la fracción de 
menor masa molecular (104 Da) por esta cepa.  
 
En los ensayos de tolerancia al estrés gastrointestinal, se observó que las tres cepas 
presentaban niveles de supervivencia cercanos al 30% después de su exposición a lisozima 
y condiciones gástricas a pH 5. La viabilidad de P. parvulus CUPV22 y L. suebicus 
CUPV221 se vio afectada en las condiciones más ácidas de pH (pH<3,1), siendo L. 
suebicus la única capaz de sobrevivir (11%) a las condiciones más severas del estrés 
gástrico (pH 1,8). Los resultados anteriores indicaron que una parte importante de la 
población de P. parvulus CUPV22 y L. suebicus CUPV221 podrían sobrevivir a su paso 
por el tracto digestivo humano y adherirse a la mucosa intestinal. P. parvulus CUPV22 
presentó la mayor capacidad de adhesión a células Caco-2, que disminuyó de forma 
acusada tras la eliminación del exopolisacárido adherido a la superficie celular mediante 
sucesivos lavados con PBS. Finalmente, se determinó que P. parvulus CUPV22 y L. 
suebicus CUPV221 inducían de forma diferente la producción de citoquinas relacionadas 
con los procesos inflamatorios por los macrófagos polarizados M1 y M2. 
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En la última sección de los capítulos 2, 3 y 4 se han expuesto las conclusiones 
obtenidas en cada uno de ellos. En este apartado final se destacan las principales 
conclusiones del conjunto del trabajo.  
 
 
1. La microbiota implicada en la alteración del picado acroléico en la sidra natural 
está constituida mayoritariamente por L. collinoides. Estas cepas metabolizan el 
glicerol por la vía glicerol deshidratasa, produciendo el compuesto 3-
hidroxipropionaldehído. 
 
2. La composición de la sidra natural, con fructosa como fuente carbonada residual, 
favorece la degradación del glicerol así como la acumulación de 3-HPA por L. 
collinoides. Este compuesto puede ser eliminado mediante la degradación del 
manitol y/o ácido láctico, con incrementos simultáneos de la concentración de 
ácido acético.  
 
3. Los pHs más ácidos en las sidras y las habituales bajas temperaturas durante el 
periodo de maduración y almacenamiento podrían potenciar el mantenimiento del 
3-HPA y en consecuencia, favorecer su transformación en acroleína y la 
aparición del picado acroléico.  
 
4. Las aminas biógenas más abundantes en las sidras naturales analizadas son 
putrescina, tiramina e histamina, aunque se encuentran en cantidades inferiores a 
las reportadas en otras bebidas fermentadas como vino y cerveza. Las pequeñas 
cantidades de aminoácidos precursores (ornitina, tirosina e histidina) detectados 
en mostos y sidras naturales parecen ser los responsables de los bajos niveles de 
aminas presentes en sidras.  
 
5. Entre la microbiota de bacterias lácticas de la sidra natural, se han detectado 
diferentes especies productoras de aminas biógenas, siendo L. diolivorans la más 
importante. Esta especie es responsable, al menos en parte, de la síntesis tanto de 
histamina como de tiramina. También se detectó producción de histamina por una 
cepa de L. collinoides. Hasta el presente, la producción de aminas biógenas no 
había sido descrita en estas especies. 
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6. Con respecto a la producción de exopolisacáridos por bacterias lácticas aisladas 
de sidra natural, todas las cepas de P. parvulus sintetizan un (1,3)-β-D-glucano 
sustituido en posición 2 y una gran parte de ellas sintetizan cantidades superiores 
a 100 mg L-1. Los EPSs crudos están constituidos por dos fracciones muy 
diferentes, una de elevada masa molecular del orden de 107 Da y la otra del orden 
de 104 Da y cuyas proporciones relativas varían según la cepa. 
 
7. Se ha abordado el estudio de varias propiedades probióticas en tres cepas 
productoras de este tipo de β-glucano, P. parvulus CUPV1 y CUPV22 y L. 
suebicus CUPV221. P. parvulus CUPV22 y L. suebicus CUPV221 presentan una 
mayor tolerancia frente al estrés gástrico, y L. suebicus es la única capaz de 
sobrevivir a las condiciones más severas del estrés (pH 1,8). P. parvulus CUPV22 
mostró una mayor capacidad de adhesión a células Caco-2, que disminuyó 
sensiblemente tras la eliminación del polisacárido En relación al efecto 
inmunomodulador, P. parvulus CUPV22 y L. suebicus CUPV221 inducen de 
forma diferente la activación de macrófagos polarizados M1 y M2., siendo L. 
suebicus la única que induce la liberación de la citoquina antiinflamatoria IL-10. 
 
8. Se ha secuenciado el gen glicosiltransferasa (1704 nt) de las cepas P. parvulus 
CUPV1, P. parvulus CUPV22 y L. suebicus CUPV221. Los genes de P. parvulus 
CUPV1 y CUPV22 son idénticos entre si, diferenciándose únicamente en 3 
nucleótidos del gen de L. suebicus CUPV221.  
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MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES 
 
 
MRS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El pH se ajustó a 4,8 y se autoclavó a 120 ºC durante 20 min. Para preparar medio sólido se añadió 
un 3% de agar bacteriológico. 
 
 
Medio modificado de Carr (Carr-m) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El pH se ajustó a 4,8 y se autoclavó a 120 ºC durante 20 min. 
 
 
 
 
 
 
 
 g L-1 
 
Glucosa 20  
Peptona 10  
Extracto de carne 10  
Extracto de levadura 5  
Tween 80 1  
Citrato diamónico 2  
MgSO4·7H2O 0,1  
MnSO4·H2O 0,05  
K2HPO4 2  
Acetato sódico 5  
 g L-1 
 
Glucosa 1   
Fructosa 1  
Extracto de levadura 4  
Casaminoácidos 5  
Glicerol 5  
MgSO4·7H2O 0,125  
MnSO4·H2O 0,003  
KH2PO4 H2O 0,55  
CaCl2 2H2O 0,125  
KCl 0,425  
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Reactivo de triptófano 
 
 
 
 
 
 
 
 
Medio de Bover-Cid  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El pH se ajustó a 5,2 y se esterilizó mediante autoclave a 120 ºC durante 20 min. 
 
Volumen final (en 
H2O desionizada) 
 
1L 
DL-Triptófano 2,05 g  
HCl 37% 4,17 mL 
Tolueno 2,5 mL 
 g L-1 
 
Triptona 5  
Glucosa 0,25  
Fructosa 0,25  
Extracto de carne 5  
Extracto de levadura 5  
NaCl 2,5  
Tween 80 1  
FeSO4 7H2O 0,04  
MgSO4·7H2O 0,2  
MnSO4·H2O 0,05  
Citrato diamónico 2  
CaCO3 0,1  
Tiamina 0,01 
K2PO4 2  
Piridoxal-5-fosfato 0,05  
Púrpura de bromocresol 0,06  
Clorhidrato de L-histidina 10  
Sal disódica de L-tirosina 5  
Clorhidrato de L-ornitina 10  
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MST 
 
 g L-1 
 
  mg L-1 
KH2PO4   2,5  Elementos traza  
K2HPO4 2,5  EDTA 15 
Casaminoácidos 7,5  ZnSO4 H2O 2,8 
MgSO4 7H2O 0,25  MnCl2 4 H2O 6,11 
Glucosa 50  Co Cl2 6 H2O 0,3 
Etanol 50  SO4Cu 5 H2O 0,3 
   Na2MoO4 2H2O 0,43 
Amino ácidos   CaCl2  3,4 
L-alanina 0,06  Fe SO4 2 H2O 1,88 
L-serina 0.2  H3BO3 1 
L-triptofano 0.03  KI 0,1 
L-asparragina H2O 0.23    
L-cisteina  0.5  Vitaminas  
Glutatión reducido 0.01  Biotina 0,1 
Tween 80 1  Piridoxal-HCl 2,06 
   Ac. Fólico 1,015 
Bases nitrogenadas   Riboflavina 1 
Urácilo 0,06  Niacinamida 1 
Adenina 0,03  Tiamina-HCl 1,01 
Guanina 0,03  Ác. Pantoténico 0,884 
   Ác. p-aminobenzóico 0,1 
 
 
 
 
 
El medio se autoclavó a 120 ºC durante 20 min para esterilizarlo. 
 
 
MLO  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El pH se ajustó a 4,8 y se esterilizó mediante autoclave a 120 ºC durante 20 min. 
 
 
H2O desionizada 900 mL 
Glucosa 10 g L-1  
Fructosa 5 g L-1 
Peptona 10 g L-1 
Extracto de levadura 5 g L-1 
Tween 80 1 g L-1 
Citrato diamónico 3,5 g L-1 
MgSO4·7H2O 0,2 g L
1 
MnSO4·H2O 0,05 L
-1 
Zumo de tomate 100 mL 
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SMD  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El medio se autoclavó a 120 ºC durante 20 min para esterilizarlo. 
 
 
Tampón TE 
 
 
 
 
Ajustar a pH 8, autoclavar durante 15 min a 120 ºC y almacenar a 4 ºC.  
 
 
Tampón de lisis enzimático 
 
 
 
 
 
Autoclavar durante 15 min a 121 ºC y almacenar en frigorífico en ausencia de lisozima. Añadir esta 
última en el momento de utilizar el tampón.  
 
 
 
 
 g L-1 
Glucosa 20  
Casaminoácidos  5  
Yeast nitrogen base  6,7  
Tween 80 1  
Citrato diamónico 2  
MnSO4. 4H2O 0,05  
K2HPO4 2  
Acetato de sodio 5  
Adenina 0,005  
Guanina 0,005  
Xantina 0,005  
Uracilo 0,005  
Acido L–málico 4  
Tris HCl 10 mM 
EDTA 1 mM 
Tampón TE (pH 8)  
Triton X-100 1,2 % (v/v) 
Lisozima 20 mg mL-1 
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Solución electrolítica G 
 
 
 
 
 
 
 
El medio se autoclavó a 120 ºC durante 20 min  
 
 
Solución electrolítica I 
 
 
 
 
 
 
El medio se autoclavó a 120 ºC durante 20 min  
 
 
PBS  
 
 
 
 
 
 
 
 
Ajustar el pH y autoclavar durante 15 min a 120 ºC. 
 
 
TAE 
 
 
 
 
 
 
Esterilizar por filtración y almacenar a 4 ºC. 
 
NaCl 6,2 g L-1 
KCl 2,2 g L-1 
CaCl2 0,22 g L
-1 
NaHCO3 1,2 g L
-1  
NaCl 5 g L-1 
KCl 0,6 g L-1 
CaCl2 0,3 g L
-1 
Na2HPO4 10 mM  
KH2PO4 1 mM  
NaCl  140 mM  
KCl 3 mM  
Tris Base 4,84 g L-1 
Ácido acético glacial 1,142 mL L-1 
Na2 EDTA 2H2O 5 mM (pH 8) 200 mL L
-1 
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Comparación de las secuencias aminoacídicas de las glicosil transferasas (GTF) de 
L. suebicus CUPV221 y P. parvulus CUPV1 
 
 
CUPV221   1 MLNDNDSELKKFHLFHSKPVFVPVILIIWLFIMCLYEYLTYTDSILPILAKKQPLEVILP  60 
            MLNDNDSELKKFHLFHSKPVFVPVILIIWLFIMCLYEYLTYTDSILPILAKKQPLEVILP 
CUPV1     1 MLNDNDSELKKFHLFHSKPVFVPVILIIWLFIMCLYEYLTYTDSILPILAKKQPLEVILP  60 
 
CUPV221  61 IFNQLFVALFFLLGITNIIIAIRYAMIKDKAKESELAILAKETPADWHPKVELLYTTYND  120 
            IFNQLFVALFFLLGITNIIIAIRYAMIKDK KESELAILAKETPADWHPKVELLYTTYND 
CUPV1    61 IFNQLFVALFFLLGITNIIIAIRYAMIKDKVKESELAILAKETPADWHPKVELLYTTYND  120 
 
CUPV221 121 FIPYALAQCLKQTYDNTQGVILDNSTDPKYIKMIDDFVIAHPNVKLVRDSQNKHAKAGNL  180 
            FIPYA+AQCLKQTYDNTQGVILDNSTDPKYIKMIDDFVIAHPNVKLVRDSQNKHAKAGNL 
CUPV1   121 FIPYAIAQCLKQTYDNTQGVILDNSTDPKYIKMIDDFVIAHPNVKLVRDSQNKHAKAGNL  180 
 
CUPV221 181 NNYLCNGTHDYDYFVILDSDELLENRFVEKCLKMFYYNDIGILQCNHISGQNHNSFMRTF  240 
            NNYLCNGTHDYDYFVILDSDELLENRFVEKCLKMFYYNDIGILQCNHISGQNHNSFMRTF 
CUPV1   181 NNYLCNGTHDYDYFVILDSDELLENRFVEKCLKMFYYNDIGILQCNHISGQNHNSFMRTF  240 
 
CUPV221 241 SSSGNIFWPVQNVVRSVEGGWLNKTVSGVSVGQTGGALCIELGHGVMISRECFEDIGQIP  300 
            SSSGNIFWPVQNVVRSVEGGWLNKTVSGVSVGQTGGALCIELGHGVMISRECFEDIGQIP 
CUPV1   241 SSSGNIFWPVQNVVRSVEGGWLNKTVSGVSVGQTGGALCIELGHGVMISRECFEDIGQIP  300 
 
CUPV221 301 YAVAEDLCTSIEATLKGWNIKFASQIYGNEAFPVNMAALMIRSSKFCSANFEFFKKYSAR  360 
            YAVAEDLCTSIEATLKGWNIKFASQIYGNEAFPVNMAALMIRSSKFCSANFEFFKKYSAR 
CUPV1   301 YAVAEDLCTSIEATLKGWNIKFASQIYGNEAFPVNMAALMIRSSKFCSANFEFFKKYSAR  360 
 
CUPV221 361 IIKSKTISLYQKIDLFCFTLSVPISAFQYISLVITSIICPVLHIPLVTQLFMLLPTLVCY  420 
            IIKSKTISLYQKIDLFCFTLSVPISAFQYISLVITSIICPVLHIPLVTQLFMLLPTLVCY 
CUPV1   361 IIKSKTISLYQKIDLFCFTLSVPISAFQYISLVITSIICPVLHIPLVTQLFMLLPTLVCY  420 
 
CUPV221 421 FSQSLVDTVFHLTNGMKFLDLLIYEVESMLLYGSFYFITIKSTVLALMNKPAKFIVTPKV  480 
            FSQSLVDTVFHLTNGMKFLDLLIYEVESMLLYGSFYFITIKSTVLALMNKPAKFIVTPKV 
CUPV1   421 FSQSLVDTVFHLTNGMKFLDLLIYEVESMLLYGSFYFITIKSTVLALMNKPAKFIVTPKV  480 
 
CUPV221 481 NEHITFLHTIRNHYQGILFSIFTIIACIAISGSYWVLLSFIPGCFGFLFEMQANHRTSEE  540 
            NEHITFLH IRNHYQGILFSIFTIIACIAISGSYWVLLSFIPGCFGFLFEMQANHRTSEE 
CUPV1   481 NEHITFLHAIRNHYQGILFSIFTIIACIAISGSYWVLLSFIPGCFGFLFEMQANHRTSEE  540 
 
CUPV221 541 QIKADKLQSYNNKALQSGNTETVDWND  567 
            QIKADKLQSYNNKALQSGNTETVDWND 
CUPV1   541 QIKADKLQSYNNKALQSGNTETVDWND  567 
 
 
Se indican en amarillo los aminoácidos diferentes en las secuencias comparadas. 
+, indica cambio de aminoácido conservativo. 
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Comparación de las secuencias aminoacídicas de las glicosil transferasas (GTF) de 
L. suebicus CUPV221 y P. parvulus CUPV22  
 
CUPV221    MLNDNDSELKKFHLFHSKPVFVPVILIIWLFIMCLYEYLTYTDSILPILAKKQPLEVILP  60 
           MLNDNDSELKKFHLFHSKPVFVPVILIIWLFIMCLYEYLTYTDSILPILAKKQPLEVILP 
CUPV22     MLNDNDSELKKFHLFHSKPVFVPVILIIWLFIMCLYEYLTYTDSILPILAKKQPLEVILP  60 
 
CUPV221    IFNQLFVALFFLLGITNIIIAIRYAMIKDKVKESELAILAKETPADWHPKVELLYTTYND  120 
           IFNQLFVALFFLLGITNIIIAIRYAMIKDK KESELAILAKETPADWHPKVELLYTTYND 
CUPV22     IFNQLFVALFFLLGITNIIIAIRYAMIKDKAKESELAILAKETPADWHPKVELLYTTYND  120 
 
CUPV221    FIPYAIAQCLKQTYDNTQGVILDNSTDPKYIKMIDDFVIAHPNVKLVRDSQNKHAKAGNL  180 
           FIPYA+AQCLKQTYDNTQGVILDNSTDPKYIKMIDDFVIAHPNVKLVRDSQNKHAKAGNL 
CUPV22     FIPYALAQCLKQTYDNTQGVILDNSTDPKYIKMIDDFVIAHPNVKLVRDSQNKHAKAGNL  180 
 
CUPV221    NNYLCNGTHDYDYFVILDSDELLENRFVEKCLKMFYYNDIGILQCNHISGQNHNSFMRTF  240 
           NNYLCNGTHDYDYFVILDSDELLENRFVEKCLKMFYYNDIGILQCNHISGQNHNSFMRTF 
CUPV22     NNYLCNGTHDYDYFVILDSDELLENRFVEKCLKMFYYNDIGILQCNHISGQNHNSFMRTF  240 
 
CUPV221    SSSGNIFWPVQNVVRSVEGGWLNKTVSGVSVGQTGGALCIELGHGVMISRECFEDIGQIP  300 
           SSSGNIFWPVQNVVRSVEGGWLNKTVSGVSVGQTGGALCIELGHGVMISRECFEDIGQIP 
CUPV22     SSSGNIFWPVQNVVRSVEGGWLNKTVSGVSVGQTGGALCIELGHGVMISRECFEDIGQIP  300 
 
CUPV221    YAVAEDLCTSIEATLKGWNIKFASQIYGNEAFPVNMAALMIRSSKFCSANFEFFKKYSAR  360 
           YAVAEDLCTSIEATLKGWNIKFASQIYGNEAFPVNMAALMIRSSKFCSANFEFFKKYSAR 
CUPV22     YAVAEDLCTSIEATLKGWNIKFASQIYGNEAFPVNMAALMIRSSKFCSANFEFFKKYSAR  360 
 
CUPV221    IIKSKTISLYQKIDLFCFTLSVPISAFQYISLVITSIICPVLHIPLVTQLFMLLPTLVCY  420 
           IIKSKTISLYQKIDLFCFTLSVPISAFQYISLVITSIICPVLHIPLVTQLFMLLPTLVCY 
CUPV22     IIKSKTISLYQKIDLFCFTLSVPISAFQYISLVITSIICPVLHIPLVTQLFMLLPTLVCY  420 
 
CUPV221    FSQSLVDTVFHLTNGMKFLDLLIYEVESMLLYGSFYFITIKSTVLALMNKPAKFIVTPKV  480 
           FSQSLVDTVFHLTNGMKFLDLLIYEVESMLLYGSFYFITIKSTVLALMNKPAKFIVTPKV 
CUPV22     FSQSLVDTVFHLTNGMKFLDLLIYEVESMLLYGSFYFITIKSTVLALMNKPAKFIVTPKV  480 
 
CUPV221    NEHITFLHAIRNHYQGILFSIFTIIACIAISGSYWVLLSFIPGCFGFLFEMQANHRTSEE  540 
           NEHITFLH IRNHYQGILFSIFTIIACIAISGSYWVLLSFIPGCFGFLFEMQANHRTSEE 
CUPV22     NEHITFLHTIRNHYQGILFSIFTIIACIAISGSYWVLLSFIPGCFGFLFEMQANHRTSEE  540 
 
CUPV221    QIKADKLQSYNNKALQSGNTETVDWND  567 
           QIKADKLQSYNNKALQSGNTETVDWND 
CUPV22     QIKADKLQSYNNKALQSGNTETVDWND  567 
 
 
Se indican en amarillo los aminoácidos diferentes en las secuencias comparadas. 
+, indica cambio de aminoácido conservativo. 
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Comparación de las secuencias aminoacídicas de las glicosil transferasas (GTF) de 
P. parvulus CUPV1 y P. parvulus CUPV22  
 
CUPV1      MLNDNDSELKKFHLFHSKPVFVPVILIIWLFIMCLYEYLTYTDSILPILAKKQPLEVILP  60 
           MLNDNDSELKKFHLFHSKPVFVPVILIIWLFIMCLYEYLTYTDSILPILAKKQPLEVILP 
CUPV22     MLNDNDSELKKFHLFHSKPVFVPVILIIWLFIMCLYEYLTYTDSILPILAKKQPLEVILP  60 
 
CUPV1      IFNQLFVALFFLLGITNIIIAIRYAMIKDKAKESELAILAKETPADWHPKVELLYTTYND  120 
           IFNQLFVALFFLLGITNIIIAIRYAMIKDKAKESELAILAKETPADWHPKVELLYTTYND 
CUPV22     IFNQLFVALFFLLGITNIIIAIRYAMIKDKAKESELAILAKETPADWHPKVELLYTTYND  120 
 
CUPV1      FIPYALAQCLKQTYDNTQGVILDNSTDPKYIKMIDDFVIAHPNVKLVRDSQNKHAKAGNL  180 
           FIPYALAQCLKQTYDNTQGVILDNSTDPKYIKMIDDFVIAHPNVKLVRDSQNKHAKAGNL 
CUPV22     FIPYALAQCLKQTYDNTQGVILDNSTDPKYIKMIDDFVIAHPNVKLVRDSQNKHAKAGNL  180 
 
CUPV1      NNYLCNGTHDYDYFVILDSDELLENRFVEKCLKMFYYNDIGILQCNHISGQNHNSFMRTF  240 
           NNYLCNGTHDYDYFVILDSDELLENRFVEKCLKMFYYNDIGILQCNHISGQNHNSFMRTF 
CUPV22     NNYLCNGTHDYDYFVILDSDELLENRFVEKCLKMFYYNDIGILQCNHISGQNHNSFMRTF  240 
 
CUPV1      SSSGNIFWPVQNVVRSVEGGWLNKTVSGVSVGQTGGALCIELGHGVMISRECFEDIGQIP  300 
           SSSGNIFWPVQNVVRSVEGGWLNKTVSGVSVGQTGGALCIELGHGVMISRECFEDIGQIP 
CUPV22     SSSGNIFWPVQNVVRSVEGGWLNKTVSGVSVGQTGGALCIELGHGVMISRECFEDIGQIP  300 
 
CUPV1      YAVAEDLCTSIEATLKGWNIKFASQIYGNEAFPVNMAALMIRSSKFCSANFEFFKKYSAR  360 
           YAVAEDLCTSIEATLKGWNIKFASQIYGNEAFPVNMAALMIRSSKFCSANFEFFKKYSAR 
CUPV22     YAVAEDLCTSIEATLKGWNIKFASQIYGNEAFPVNMAALMIRSSKFCSANFEFFKKYSAR  360 
 
CUPV1      IIKSKTISLYQKIDLFCFTLSVPISAFQYISLVITSIICPVLHIPLVTQLFMLLPTLVCY  420 
           IIKSKTISLYQKIDLFCFTLSVPISAFQYISLVITSIICPVLHIPLVTQLFMLLPTLVCY 
CUPV22     IIKSKTISLYQKIDLFCFTLSVPISAFQYISLVITSIICPVLHIPLVTQLFMLLPTLVCY  420 
 
CUPV1      FSQSLVDTVFHLTNGMKFLDLLIYEVESMLLYGSFYFITIKSTVLALMNKPAKFIVTPKV  480 
           FSQSLVDTVFHLTNGMKFLDLLIYEVESMLLYGSFYFITIKSTVLALMNKPAKFIVTPKV 
CUPV22     FSQSLVDTVFHLTNGMKFLDLLIYEVESMLLYGSFYFITIKSTVLALMNKPAKFIVTPKV  480 
 
CUPV1      NEHITFLHTIRNHYQGILFSIFTIIACIAISGSYWVLLSFIPGCFGFLFEMQANHRTSEE  540 
           NEHITFLHTIRNHYQGILFSIFTIIACIAISGSYWVLLSFIPGCFGFLFEMQANHRTSEE 
CUPV22     NEHITFLHTIRNHYQGILFSIFTIIACIAISGSYWVLLSFIPGCFGFLFEMQANHRTSEE  540 
 
CUPV1      QIKADKLQSYNNKALQSGNTETVDWND  567 
           QIKADKLQSYNNKALQSGNTETVDWND 
CUPV22     QIKADKLQSYNNKALQSGNTETVDWND  567 
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Abstract
Several lactic acid bacteria were isolated from bitter tasting ciders in which glycerol was partially removed. The degradation of glycerol via
glycerol dehydratase pathway was found in 22 out of 67 isolates. The confirmation of glycerol degradation by this pathway was twofold: showing
their glycerol dehydratase activity and detecting the presence of the corresponding gene by a PCR method. 1,3-propanediol (1,3-PDL) and 3-
hydroxypropionic acid (3-HP) were the metabolic end-products of glycerol utilization, and the accumulation of the acrolein precursor 3-
hydroxypropionaldehyde (3-HPA) was also detected in most of them. The strain identification by PCR-DGGE rpoB showed that Lactobacillus
collinoides was the predominant species and only 2 belonged to Lactobacillus diolivorans. Environmental conditions conducting to 3-HPA
accumulation in cidermaking were studied by varying the fructose concentration, pH and incubation temperature in L. collinoides 17. This strain
failed to grow with glycerol as sole carbon source and the addition of fructose enhanced both growth and glycerol degradation. Regarding end-
products of glycerol metabolism, 1,3-PDL was always the main end-product in all environmental conditions assayed, the only exception being the
culture with 5.55 mM fructose, where equimolar amounts of 1,3-PDL and 3-HP were found. The 3-HPA was transitorily accumulated in the
culture medium under almost all culture conditions, the degradation rate being notably slower at 15 °C. However, no disappearance of 3-HPAwas
found at pH 3.6, a usual value in cider making. After sugar exhaustion, L. collinoides 17 oxidated lactic acid and/or mannitol to obtain energy and
these oxidations were accompanied by the removal of the toxic 3-HPA increasing the 1,3-PDL, 3-HP and acetic acid contents.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction
In the Basque Country (Northern Spain), natural ciders are
produced in small cider factories using exclusively fresh cider
apples and without sugar and CO2 addition. Cidermaking pro-
cess starts in October–November and apple juices are obtained
from the pressing of numerous varieties of cider apples. Juices
are fermented in small tanks (5000 to 10,000 l) to dryness and
usual oenological procedures (sulphur dioxide treatment, clari-
fication or correction of the acidity) are not applied. The alco-
holic and malolactic fermentation occur spontaneously with
indigenous yeasts and lactic acid bacteria of the musts (Del
Campo et al., 2003). The content of the main components of
apple juices and ciders are showed in Table 1.
After alcoholic and malolactic fermentation, high levels of a
fundamentally heterofermentative lactic microbiota is found,
with Lactobacillus species and Oenococcus oeni being the most
abundant (Dueñas et al., 1994). Since natural ciders are not
microbiologically stabilized, the metabolisation of residual
carbon sources (fructose, glycerol, lactic acid) by LAB could
lead to undesirable alterations such as acetification (Dueñas
et al., 1994), ropiness (Dueñas et al., 1995) and bitterness.
In wine and cider, bitterness is an alteration characterized for
an unpleasant bitter taste and is associated with the presence of
acrolein in these beverages. The combination of acrolein with
Available online at www.sciencedirect.com
International Journal of Food Microbiology 121 (2008) 253–261
www.elsevier.com/locate/ijfoodmicro
⁎ Corresponding author. Tel.: +34 943 01 5318; fax: +34 943 01 5270.
E-mail address: gaizka_garai@ikasle.ehu.es (G. Garai-Ibabe).
0168-1605/$ - see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ijfoodmicro.2007.11.004
bActeriAs lácticAs de sidrA nAturAl: implicAción en AlterAciones y potenciAl probiótico de cepAs productorAs de (1,3)(1,2)-ß-d-glucAnos
224
polyphenols leads to the formation of bitter compounds. Lactic
acid bacteria belonging to the genus Lactobacillus have been
described as responsible for this alteration by a particular
metabolic pathway of glycerol. This compound is dehydrated to
3-hydroxypropionaldehyde (3-HPA), which can be transformed
into acrolein by chemical dehydratation under acidic and/or heat
conditions (Lonvaud-Funel, 2002). A mixture of monomeric,
hydrated monomeric and cyclic dimeric forms of 3-HPA is
commonly know as reuterin (Talarico and Dobrogosz, 1989).
Glycerol is, besides ethanol, the main product of fermenta-
tion by yeasts during wine and cider production (Lafon-
Lafourcade, 1983; Del Campo et al., 2003). It contributes to
smoothness and roundness on the palate and hence, its de-
gradation has a negative influence on the sensorial quality of
ciders (Piccinelli, et al., 2000). Glycerol degradation by lactic
acid bacteria may occur through two different pathways. It can
be assimilated by a glycerol dehydrogenase and a dihydroxy-
acetone kinase to dihydroxy-acetone phosphate (DHAP), which
finally reaches the glycolytic pathway (“oxidative branch”)
(Lonvaud-Funel, 2002). In the reductive branch, however,
glycerol is converted into 3-hydroxypropionaldehyde (3-HPA)
by coenzyme B12-dependent glycerol and diol dehydratases
(Talarico and Dobrogosz, 1990; Sauvageot et al., 2002). The 3-
HPA can be subsequently reduced to 1,3-propanediol (1,3-PDL)
Table 1
Characteristic values for some chemical parameters of apple musts and ciders
g l−1
pH Density Fructose Glycerol Malic acid Lactic acid Acetic acid
Apple must 3.4–3.9 1055–1045 70–95 0 3–8 0 0
Cider 3.5–4.0 1000–997 0–5 3–6 0 3–5 0.5–3
Fig. 1. Proposed pathway of heterolactic fermentation of sugars and glycerol metabolism in L. collinoides 17. (1) glucokinase, (2) glucose 6-phosphate dehydrogenase,
(3) 6-phosphogluconate dehydrogenase, (4) epimerase, (5) phosphoketolase, (6) glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase and phosphoglycerate kinase,
(7) phosphoglyceromutase and enolase, (8) pyruvate kinase, (9) lactate dehydrogenase, (10) acetate kinase, (11) phosphate acetyltransferase, (12) acetaldehyde
dehydrogenase and alcohol dehydrogenase, (13) glucose phosphate isomerase, (14) fructokinase, (15) mannitol dehydrogenase, (16) glycerol dehydratase and (17)
1,3-propanediol dehydrogenase.
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by a NADH-linked 1,3-propanediol dehydrogenase (Talarico
et al., 1990; Veiga da Cunha and Foster, 1992b), or can be
oxidized to 3-hydroxypropionic acid (3-HP) (Lonvaud-Funel,
2002) (Fig. 1).
Recently, the study of bitterness in alcoholic beverages has
been focused on the lactic acid bacteria involved (Sauvageot
et al., 2000; Claisse and Lonvaud-Funel, 2000) and the
development of molecular tests to detect lactic acid bacteria
producing 3-HPA (Claisse and Lonvaud-Funel, 2001). In the
present work, we have studied bitterness producing lactic acid
bacteria in natural ciders. Bitter tasting ciders were micro-
biologically characterized and glycerol-degrading lactobacilli
strains were isolated. In order to understand the environmental
conditions leading to 3-HPA accumulation in ciders, we studied
the influence of the main residual carbon source (fructose) on
the glycerol metabolism by Lactobacillus collinoides 17. We
also examined the effect of the pH and storage temperature of
ciders, which are the main variables that could be controlled by
the cidermaker.
2. Materials and methods
2.1. Microbial counts and isolation of LAB strains from bitter
ciders
Six bitter tasting ciders, which showed total or partial degra-
dation of glycerol, were examined. Lactic acid bacteria were
quantified in duplicate on Man Rogosa Sharpe (MRS) (Difco,
Le Pont de Claix, France) plates (pH 4.8) supplemented with
20% tomato juice and 5 g l−1 fructose, 50 mg l−1 pimaricin and
100 mg l−1 streptomycin were added to eliminate yeasts and
acetic acid bacteria respectively. Incubation was done in a CO2
incubator under air supplemented with 5% CO2. Yeast
were enumerated in malt agar (Cultimed, Castellar del Vallès,
Spain) (pH 4.8) supplemented with 100 mg l−1 streptomycin
and 10 ml l−1 penicillin G (165,800 UI l−1) to inhibit the
growth of LAB. Acetic acid bacteria were enumerated in
apple juice agar (pH 5) as described by Dueñas et al. (1995). All
plates were incubated at 28 °C for 5–8 days.
Approximately 10–12 representative colonies of LAB
per sample were selected from the MRS plates and isolates
were stored at −80 °C in MRS broth containing 20%
glycerol.
2.2. Screening of 3-HPA producing lactic acid bacteria
All isolates (67) were tested in duplicate for their ability to
consume glycerol and produce 3-HPA in the modified Carr
medium described by Claisse and Lonvaud-Funel (2001). All
cultures were incubated, unshaken, in completely filled tubes
for 7 days, at 28 °C in a CO2 incubator under air
supplemented with 5% CO2. Growth was periodically
monitored by measuring the optical density at 600 nm.
After incubation, cells were harvested by centrifugation and
the residual glycerol and their metabolic products (3-HPA,
1,3-PDL and 3-HP) in the supernatants were amounted as
indicated below.
2.3. Detection of glycerol dehydratase activity
The enzymatic activity of glycerol dehydratase was twice
examined in all isolates by the 3-methyl-2-benzothiazolinon
hydrazone method (Toraya et al., 1977) and the assays were
performed in permeabilized cells, as described by Claisse and
Lonvaud-Funel (2001). Lactobacillus reuteri CECT 925T was
used as positive control.
2.4. PCR detection of glycerol dehydratase gene
DNAs were extracted from cultures according to the fol-
lowing method. Bacteria were cultivated on MRS liquid
medium containing (l−1 distilled water): Lactobacilli MRS
broth (Difco, Le Pont de Claix, France) 27.5 g, D–L malic acid
(Prolabo) 5 g, pH 5.0 with 10 N NaOH. After ten days of
incubation, biomass was collected by centrifugation (30 min,
10,000 ×g, 4 °C) and the pellet was washed in 2 ml of 10 mM
Tris (GenApex)-1 mM EDTA (GenApex) (TE) buffer. After a
second centrifugation (10,000 ×g for 15 min at 4 °C), the
supernatant was discarded and the pellet re-suspended in 300 μl
of 0.5 mM EDTA pH 8. 300 μl of glass beads were added (Ø
0.1 mm) and samples were mixed at 1000 ×g for 15 min. Then
300 μl of nucleolysis (Promega) and 200 μl of protein
precipitation solution (Promega) were added and mixed for
20 s. Precipitation of cellular fragments was made on ice for
5 min. After another centrifugation (10,000 ×g for 5 min at
4 °C), the supernatant containing the DNAwas transferred to a
clean 1.5 ml microcentrifuge tube containing 300 μl of
isopropanol. The tube was gently mixed by inversion until a
visible mass of DNA could be seen and left at −20 °C for 2 h.
After centrifugation (10,000 ×g for 20 min at 4 °C), 300 μl of
room temperature 70% ethanol were added to the pellet before a
final centrifugation stage (10,000 ×g for 5 min). Ethanol was
carefully sucked up and the tube was dried. 50 μl of PPI (Pour
Preparation Injectable) water with 1 μl of RNase (Promega) was
used to rehydrate DNA overnight at 4 °C. After rehydration,
DNAs were stored at −20 °C.
Genomic DNA was examined to detect the glycerol
dehydratase encoding gene involved in 3-HPA production,
using primers GD1 and GD2 and PCR conditions reported by
Claisse and Lonvaud-Funel (2001). DNA from L. reuteri CECT
925T was used as positive control.
2.5. Lactic acid bacteria identification
Identification was done by PCR-DGGE rpoB as described
by Renouf et al. (2006). L. collinoides ATCC 27612 and Lac-
tobacillus diolivorans IOEB 0004 were used as references. 16S
rRNA sequences of the two L. diolivorans strains (listed as 1
and 2 in Table 3) were also produced and compared with the
Blast software (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
2.6. Analysis of substrates and metabolites
Fructose, glucose, lactic acid, acetic acid, ethanol, glycerol,
1,3-propanediol (1,3-PDL) and 3-hydroxypropionic acid (3-
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HP) content were measured by HPLC using an ion-exclusion,
cation exchange column (Aminex HPX-87H, Biorad) and a
UV–VIS and RI detector. The column was eluted with diluted
sulphuric acid (pH 2.2) at 65 °C, at a flow rate of 0.6 ml min−1.
All the analyses were carried out in duplicate.
The quantification of 3-HPA content was based on the
colorimetric method of Circle et al. (1945), a method that is
specific for acrolein detection. 3-HPA is first dehydrated to
acrolein, which in turn reacts with tryptophan to form a purple
complex that absorbs light at 560 nm, and the assay was
performed according to Slininger et al. (1983). The tubes were
incubated at 40 °C in a water bath for 35 min and their
absorbance was measured at 560 nm.
2.7. Environmental factors influencing glycerol metabolism
and 3-HPA production in L. collinoides 17
To evaluate the influence of fructose concentrations (5.55,
11.1, 22.2, 33.3, 44.4 and 55.5 mM), the strain was grown in the
modified Carr medium at pH 4.8. All other batches were run at
different pHs (3.3, 3.6, 3.9 and 4.8) and temperatures (15 or
28 °C) in the same medium, with 5.55 mM of both glucose and
fructose. The strain was cultivated in MRS broth and used as
preculture to inoculate the fermentation media. The cultures
were incubated, unless otherwise indicated, unshaken, in com-
pletely filled tubes, at 28 °C in a CO2 incubator under air
supplemented with 5% CO2. For each of the conditions ex-
amined, several tubes were incubated simultaneously in order to
avoid aeration due to sampling. Growth was monitored by
measuring the optical density at 600 nm and cells were harvested
by centrifugation. Residual substrates and metabolic end-prod-
ucts were determined by HPLC, as indicated above. Duplicate
experiments were performed for each culture condition.
3. Results
3.1. Isolation and screening of 3-HPA producing lactic acid
bacteria
Six spoiled ciders were examined for several chemical
compounds and microbiological features. The results are shown
in Table 2. In some of these ciders, high numbers of lactic acid
bacteria around 106–107 CFU ml−1 were accounted as main
population, but in ciders 1 and 4 no more viable LAB were
found. L-malic acid contents were very low, indicating that all
ciders had undergone the malolactic fermentation. The glycerol
produced during apple juice fermentation, which usually ranges
between 3 and 6 g l−1 was partially or totally degraded to levels
of 0.14–2.73 g l−1. Variable amounts of 1,3-propanediol were
detected in all ciders, indicating the presence of LAB with
glycerol dehydratase activity.
67 lactic acid bacteria were isolated from these spoiled ciders
and isolates were inoculated in the modified Carr medium
to evaluate their ability to degrade glycerol and produce 3-
hydroxypropionaldehyde (3-HPA), 3-hydroxypropionic acid
(3-HP) and 1,3-propanediol (1,3-PDL) (Table 3). Glycerol
dehydratase activity was tested in permeabilized cells, grown
previously in MRS modified broth. In addition, PCR amplifica-
tion with primers GD1 and GD2 was used to detect the presence
of the glycerol dehydratase gene in the bacterial genome of the
glycerol consuming strains. 55 isolates degraded glycerol to
various levels (from 6 to 100%), although glycerol dehydratase
Table 3
LAB strains isolated from bitter ciders showing glycerol metabolism via
glycerol dehydratase
Species Glycerol
consumption (%)
3-HPA
(mM)
3-HP
(mM)
1,3-PDL
(mM)
GDH
activity
PCR
1 L. diolivorans 84.3 0 22.0 39.2 + +
2 L. diolivorans 88.4 0 22.6 40.2 + +
3 L. collinoides 77.6 10.1 16.4 23.5 + +
4 L. collinoides 82.5 11.5 13.4 16.1 + +
5 L. collinoides 88.4 0.5 14.2 21.6 + +
6 L. collinoides 87.8 6.6 14.2 22.5 + +
7 L. collinoides 100 0 31.3 37.1 + +
8 L. collinoides 83.6 10.2 15.1 23.9 + +
9 L. collinoides 74.9 10.4 15.0 21.9 + +
10 L. collinoides 90.6 7.1 19.6 25.3 + +
11 L. collinoides 77.3 9.2 14.9 23.9 + +
12 L. collinoides 90.8 8.5 15.9 24.2 + +
13 L. collinoides 78.4 10.2 12.4 20.2 + +
14 L. collinoides 63.2 8.6 9.8 16.8 + +
15 L. collinoides 100 0 28.7 41.5 + +
16 L. collinoides 92.4 10.5 17.5 26.1 + +
17 L. collinoides 87.3 12.3 10.9 21.4 + +
18 L. collinoides 89.6 9.7 13.8 21.9 + +
19 L. collinoides 81.9 10.5 11.7 20.3 + +
20 L. collinoides 100 0 27.4 40.8 + +
21 L. collinoides 83.2 10.1 13.0 22.1 + +
22 L. collinoides 88.3 2.0 11.7 20.7 + +
23 L. reuteri
CECT 925T
12.9 3.1 3.5 6.0 + +
3-HPA, 3-hydroxypropionaldehyde; 3-HP, 3-hydroxypropionic acid; 1,3-PDL,
1,3-propanediol and GDH, glycerol dehydratase.
Table 2
Microbiological features and some chemical compounds in spoiled ciders
Cider g l−1 CFU ml−1
Glycerol 1,3-PDL Malic acid Lactic acid Acetic acid Lactic acid bacteria Acetic acid bacteria Yeasts
1 1.11 0.74 0.31 4.21 0.89 0 0 0
2 0.40 1.46 0.03 4.57 2.97 2.10×107 0 0
3 1.40 0.53 0.13 5.31 1.47 1.57×107 0 6.80×103
4 0.14 2.24 0.11 3.95 1.57 0 0 0
5 2.73 0.37 1.03 4.89 0.54 1.24×107 0 0
6 1.43 0.51 0.05 4.79 0.86 2.18×107 0 1.36×104
CFU ml−1, colony-forming unit per ml; 1,3-PDL, 1,3-propanediol.
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activity was only present in 22 of them. In these last isolates a
279 pb amplicon was also detected, which corresponds to a
fragment of glycerol dehydratase gene sequence. They were
identified by PCR-DGGE analysis resulting that 20 belonged to
L. collinoides species and 2 to L. diolivorans. In all these
isolates, glycerol degradation proceeded with 1,3-PDL and 3-
HP production, and 3-HPA accumulation was also detected in
17 of them. Among these, the strain L. collinoides 17 was
selected for subsequent studies, due to the large amount of 3-
HPA found.
3.2. Influence of fructose concentration on glycerol metabolism
Since fructose is the residual sugar in the fermentation of
apple musts, L. collinoides 17 was grown in media containing
variable fructose concentrations (from 0 to 55.5 mM, at pH 4.8)
and with the same glycerol amount (55.5 mM) (Fig. 2). No
glycerol degradation or growth was detected when this com-
pound was used as sole carbon source. The addition of fructose
stimulated glycerol degradation which was totally consumed,
irrespective of the initial amount of this sugar in the culture
media (Fig. 2E). In all assays, fructose was totally consumed
(Fig. 2H) and growth was improved by increasing the fructose
concentration from 5.55 to 22.2 mM. At latter or higher con-
centrations, similar growth patterns and biomass yields close to
OD600 of 2.5 were found (Fig. 2G).
Glycerol bioconversion started at the beginning of the growth
phase, although most of it was degraded between 18 and 27 h.
For fructose concentration of 5.55 mM, glycerol conversion rate
was slower due to a lower biomass. In the cultures with sugar
concentrations higher than 22.2 mM, this rapid degradation
occurred in presence of large amounts of fructose. 1,3-PDL and
3-HP were detected as soon as the glycerol consumption started,
but at this time no extracellular 3-HPA accumulation was noticed
(Fig. 2A, B and D). The accumulation of 3-HPA began in the late
exponential growth phase and its concentration peaked after 27 h
of incubation. Maximal amounts of 3-HPAwere similar (around
6 mM), irrespective of the initial fructose concentrations, with
the only exception observed for the culture grown with 5.55 mM
fructose (2.6 mM). In all assays, 3-HPA levels decreased and
disappeared from the growth medium after prolonged incuba-
tion. This decrease, together with the degradation of the residual
Fig. 2. Influence of different fructose concentrations (5.5 mM■, 11.1 mM ◆, 22.2 mM ▲, 33.3 mM ●, 44.4 mM □, and 55.5 mM ◊) on growth, metabolism of
glycerol (55.5 mM) and fermentation products by L. collinoides 17 in modified Carr medium (pH 4.8) at 28 °C. To improve figures, the corresponding results obtained
at fructose concentrations higher than 33.3 mM (Fig. 2A, D and E) and 22.2 mM (Fig. 2B and G) were omitted.
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glycerol, was accompanied by increasing amounts of 1,3-PDL
and 3-HP. With 5.55 mM fructose, the final production of these
end-products was almost equimolar. However, in cultures with
higher fructose concentrations, 1,3-PDL was always the main
end-product.
L. collinoides 17 ferments glucose and fructose by the
heterolactic pathway with production of ethanol and lactic and
acetic acids, and the relative amounts depend on sugar type
(data not shown). The addition of glycerol determined a sub-
stantial decrease in ethanol production and, hence, very low
amounts (b1 mM) were detected. Regarding acetic acid and
lactic acid formation (Fig. 2F, and I), similar amounts were
synthesized at the lowest fructose concentrations (5.55 and
11.1 mM). After sugar depletion, glycerol-lactic acid cofer-
mentation took place and consequently, lactic acid contents
decreased together with inversely correlated increase of acetic
acid contents (r=0.834 and 0.984 respectively). However,
when L. collinoides 17 was cultivated with initial concentra-
tions of fructose higher than 11.1 mM, no degradation of lactic
acid occurred. In addition, fructose was also converted to
mannitol, except in the cells grown with 5.55 mM (Fig. 2C) and
this conversion ranged from 35 to 41% for fructose con-
centrations between 22.2 and 55.5 mM. Mannitol was mainly
synthesized during the early fermentation period and its late
evolution was related to the initial sugar concentration. Thus, in
the assays with 11.1, 22.2 and 33.3mMof fructose, mannitol was
partially removed when the sugar became limited and the
decreases correlatedwell with the concomitant increases of acetic
acid (r=0.936, 0.967 and 0.981, respectively). However, for
higher initial concentrations (44.4 and 55.5 mM) slight increases
of mannitol were detected while fructose was available.
3.3. Influence of pH and temperature on glycerol metabolism
With the aim to avoid 3-HPA formation, we studied the
influence of some variables that can be controlled in cidermak-
ing: storage temperature and pH. The control of this last
parameter could be accomplished by acidity adjustment of
ciders. We tested a pH range from 3.3 to 3.9, covering the values
usually found in natural ciders and the assays were performed in
a culture medium containing 5.55 mM fructose and glucose, and
55 mM glycerol at 28 °C. This medium was also used to
evaluate the interaction between a low storage temperature
(15 °C) and a pH of 3.9.
As shown in Fig. 3, a reduction of bacterial growth and a
slowing down of the use of sugar and glycerol was observed as
pH decreased from 4.8 to 3.3. Indeed, glycerol was not totally
consumed at pH 3.3 and 3.6 (Table 4). Fructose consumption
rate was higher than that detected for glucose, and both sugars
were totally used in all cultures (Fig. 3B). No mannitol
Fig. 3. Influence of different pH values (4.8 ■, 3.9 ◆, 3.6 ▲, 3.3 ●) on growth, sugars evolution and metabolism of glycerol (55.5 mM) by L. collinoides 17 in
modified Carr medium with 5.5 mM of both fructose and glucose at 28 °C. Solid lines (─) indicate OD600, 3-HPA, fructose and glycerol. Dashed line (- - -) indicates
glucose concentration.
Table 4
Influence of pH on glycerol metabolism and end-product profile from sugars
(glucose 5 mM+ fructose 5 mM) by L. collinoides 17
pH Incubation
hours
OD600 Glycerol
consumption
(%)
End-products (mM)
Lactate Acetate 1,3-
PDL
3-
HP
Maximal Final
4.8 66 1.66 100 7.54 1.08 11.5 39.0 23.7
3.9 64 1.45 100 6.47 0.61 12.5 39.2 21.7
3.6 160 1.26 93.4 n.d⁎ 1.06 13.6 36.9 15.2
3.3 160 0.95 79.6 n.d 0.88 14.4 34.9 13.3
n.d.⁎, not determined; OD600, optical density at 600 nm; 1,3-PDL, 1,3-
propanediol; 3-HP, 3-hydroxypropionic acid.
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formation was detected at the different pHs. After sugar total
exhaustion concomitant with glycerol conversion, L. collinoides
17 began to consume the lactate formed during the early growth
period and its disappearance was well correlated with the
production of acetate. 1,3-PDL was the main end-product of
glycerol metabolism and the final production, between 35 and
39 mM, was similar at different pHs (Table 4). However, 3-HP
synthesis was dependent on pH, since slightly lower amounts of
this acid were detected at pHs 3.3 and 3.6 (Table 4). Hence, the
ratio 1,3-PDL to 3-HP raised with the decrease of pH value,
from 1.64 at pH 4.8 to 2.62 at pH 3.3. Lower pHs also seemed to
delay the beginning of 3-HPA accumulation and its production
was strongly reduced at pH 3.3 (Fig. 3C). At pHs 3.9 and 4.8, 3-
HPA was removed from the culture medium but not at pH 3.6
and 3.3.
Similar to that found for low pHs, decreasing the incubation
temperature (15 °C) determined a strong reduction of sugars and
glycerol consumption rates, because of the specific growth rate
decrease (data not shown). As a consequence, the production
rate of 1,3-PDL and 3-HP was slower. Finally and after a
prolonged incubation period, similar amounts were found to
those obtained at 28 °C, 1,3-PDL being the main end-product of
glycerol transformation (Table 5). 3-HPA production at 15 °C
was half of that detected at 28 °C. Notably, it was accumulated
in the growth medium for a longer extent of time but it finally
disappeared after a prolonged incubation period.
4. Discussion
In this work, several spoiled ciders, in which glycerol had
been partially or totally degraded and presented bitter taste
compounds, were studied. The detection of variable concentra-
tions of 1,3-propanediol indicated that undesirable LAB with an
active glycerol dehydratase pathway were present in these
ciders. This pathway is responsible for the synthesis of 3-HPA,
which in time could form acrolein and generated bitterness.
High levels of lactic acid bacteria are usually found in natural
ciders (Dueñas et al., 1995), as well as in some of the spoiled
ciders examined. Surprisingly, in two of them no viable cells
were amounted, indicating a possible inhibition of growth by
the toxic 3-HPA (Vollenweider and Lacroix, 2004).
Several lactic acid bacteria were isolated from these spoiled
ciders. To test their ability to degrade glycerol, isolates were
grown, under anaerobic conditions, in a medium with limited
sugar concentration and in presence of glycerol amounts that
could be found in natural ciders (55 mM). Glycerol utilization
was detected in most of them (82%), but only 40% were able to
degrade glycerol through the glycerol dehydratase pathway,
with 3-HPA synthesis. The other glycerol consuming strains
could use the oxidative branch, which leads to lactic acid
production (Lonvaud-Funel, 2002). Similar to that found in
French ciders (Sauvageot et al., 2000; Claisse and Lonvaud-
Funel, 2000), L. collinoides was the predominant 3-HPA pro-
ducing species in spoiled ciders. But Lactobacillus diolivorans
was also found as minoritary ones. Both heterofermentative
species have been related with other alterations of natural
cider named ropiness (Werning et al., 2006). L. diolivorans
has also been isolated from wines which contained acrolein
(Gorga et al., 2002) but not from French ciders. As end-
products of glycerol fermentation, all strains produced 1,3-
PDL and 3-HP in appreciable amounts, together with smaller
quantities of 3-HPA.
L. collinoides 17 was selected to study the influence of
fructose concentration, pH and temperature on glycerol
catabolism and 3-HPA accumulation. Like other lactobacilli
isolated from wine (Lonvaud-Funel, 2002; Schutz and Radler,
1984) and French ciders (Claisse and Lonvaud-Funel, 2000;
Sauvageot et al., 2000), this strain failed to grow with glycerol
as the sole carbon source, due to the lack of the oxidative
pathway of glycerol degradation. However, the presence of
sugar stimulated the glycerol metabolism by the glycerol
dehydratase pathway. In this way, glycerol is dehydrated to 3-
HPA (enzyme 16, Fig. 1), which plays as a hydrogen acceptor,
and is subsequently reduced to 1,3-PDL by a 1,3-propanediol
dehydrogenase (enzyme 17, Fig. 1), regenerating the NAD+
necessary to continue the sugar catabolism, via the 6-phos-
phogluconate pathway. As a consequence, a shift from ethanol
to acetate synthesis was detected, similar to that described by
Lüthi-Peng et al. (2002) in L. reuteri. In addition, L. collinoides
17 also oxidized 3-HPA to produce 3-HP, contrarily to that
reported for L. collinoides isolated from French ciders (Gorga
et al., 2002) and for L. brevis and L. buchneri from wine and
sour dough respectively (Schutz and Radler, 1984). Sobolov
and Smiley (1960) and Talarico et al. (1988) reported for L.
reuteri and L. brevis that 3-HPA was converted to equimolar
quantities of 1,3-PDL and 3-HP by an aldehydic dismutation of
3-HPA when glycerol fermentation occurred in absence of
sugar. The same behaviour was found for L. collinoides 17 only
when cultivated with very low fructose concentration
(5.55 mM). However, glycerol cofermentation with higher
sugar concentration produced 1,3-propanediol as a main end-
product, similar to that observed in L. reuteri (Talarico et al.,
1988). To explain the presence of the appreciable levels of 3-HP,
our results suggest that the 1,3-propanediol dehydrogenase
Table 5
Influence of temperature on glycerol metabolism and end-product profile from sugars (glucose 5 mM+ fructose 5 mM) by L. collinoides 17
Temp. °C Incubation
hours
OD600 Glycerol
consumption
(%)
End-products (mM)
Lactate Acetate 1,3-PDL 3-HP 3-HPA
Maximal Final Maximal Final
28 66 1.45 100 6.47 0.61 12.5 39.0 6.47 2.72 0
15 399 1.12 97.9 8.04 2.25 12.5 39.2 8.04 1.33 0
OD600, optical density at 600 nm; 1,3-PDL, 1,3-propanediol; 3-HP, 3-hydroxypropionic acid; 3-HPA, 3-hydroxypropionaldehyde.
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(enzyme 17, Fig. 1), besides reducing 3-HPA to 1,3-PDL, is also
able of catalysing the dismutation of the 3-HPA to 1,3-
propanediol and 3-hydroxypropionic acid. In this line, alcohol
dehydrogenases producing equimolar contents of the corre-
sponding alcohol and acid by dismutation of aldehydes, have
been reported (Mee et al., 2005; Velonia and Smonou, 2000).
Both reduction and dismutation of 3-HPA could provide the
bacterium with a means of decreasing the concentration of this
toxic aldehyde within the cell. Or an aldehyde dehydrogenase
may use the 3-HPA as a substrate to generate 3-HP.
Regarding the acrolein precursor 3-HPA, it was transitorily
accumulated, reaching maximum amounts lower than 6 mM.
It has been reported that 3-HPA begins to accumulate when
NADH production ceases, which occurs when all sugar is
metabolized (Sauvageot et al., 2000). However, our results
showed that the accumulation of 3-HPA started while fructose
was still present in the growth medium. In these conditions,
fructose was used as a main electron acceptor to reoxidate
NADH, thus producing mannitol. As a consequence, the NAD+/
NADH ratio could increase, allowing 3-HPA accumulation.
These results agreed with those reported by Lüthi-Peng et al.
(2002), who found that the NAD+/NADH ratio positively
correlated with 3-HPA accumulation in L. reuteri.
After transient accumulation, 3-HPA finally disappeared
under almost all culture conditions, the degradation rate being
notably slower at 15 °C. The NADH necessary for reduction of
3-HPA, after fructose exhaustion, may arise from the removal of
lactate (in fermentations with 5.55 and 11.1 mM) or mannitol
(in fermentations performed with 11.1, 22.2 and 33.3 mM), as
has been described by other authors for lactobacilli (Claisse and
Lonvaud-Funel, 2000; Veiga da Cunha and Foster, 1992a).
Apart from the reduction of the toxic 3-HPA, lactate and
mannitol-glycerol cometabolisms could provide an additional
ATP source to continue with the cellular growth and generate
acetate from acetyl-phosphate, thus explaining the higher
amounts of acetate in pH limiting conditions. In natural ciders,
decreases of lactic acid and glycerol content have been reported
throughout maturation period, in which lactic acid bacteria
constitutes the main microbiote (Dueñas et al., 2002; Garai
et al., 2006). These results indicate the usual presence of
glycerol using lactic acid bacteria, contributing to the acetifica-
tion and bitterness of natural ciders.
The only two exceptions, in which no 3-HPA disappearance
took place, were the fermentations performed at pHs 3.3 and
3.6. Thus, for L. collinoides 17, culture pH appeared as a
parameter that strongly influenced 3-HPA accumulation. The
stability of the toxic 3-HPA at low pHs might possibly be due to
the more acidic conditions that could enhance the transforma-
tion of 3-HPA into acrolein (Vollenweider and Lacroix, 2004)
and/or the starvation conditions during 3-HPA accumulation
period, due to the lack of carbon sources.
In this work, we found that heterofermentative lactobacilli,
and mainly L. collinoides species, were involved in bitterness
production via glycerol dehydratase pathway. The composition
of natural cider with fructose and glycerol as residual carbon
sources, is favourable to the glycerol metabolism and the accu-
mulation of 3-HPA in L. collinoides. However, the toxic 3-HPA
can be eliminated due to the degradation of mannitol and lactic
acid with the detrimental increase of acetic acid content. Our
results support that the more acidic pH of ciders and/or the
usually cold temperatures during the maturation period, could
enhance the maintenance of 3-HPA in the medium, and so,
contribute to its transformation into acrolein and the appearance
of bitterness. Hence, microbiological stabilization must be per-
formed after malolactic fermentation to eliminate spoiling LAB
and avoid bitterness in ciders.
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Biogenic amine production by lactic acid bacteria isolated
from cider
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Introduction
Decarboxylation of amino acids, such as histidine, tyro-
sine and ornithine, results in formation of the corre-
sponding biogenic amines, histamine, tyramine and
diaminobutane (putrescine), which are the most fre-
quently encountered in fermented foods, such as cheese,
meat, fish products, wine, beer, etc. (Silla-Santos 1996).
These food products are susceptible to spoilage by lactic
acid bacteria (LAB), the main positive decarboxylase
micro-organisms capable of producing biogenic amines
(Lonvaud-Funel 2001). These compounds can cause toxi-
cological effects if large amounts are ingested or when the
natural detoxification process is inhibited either by drugs
or genetically.
In the Basque country (north Spain), ciders are pro-
duced in small cider factories by using empirical and
traditional techniques, and yeasts and LAB starters are
not added. Evolution of LAB during the cider-making
process has been monitored (Duen˜as et al. 1994), and a
fundamentally heterofermentative lactic flora was found,
with Lactobacillus species and Oenococcus oeni being the
most abundant. After alcoholic and malolactic fermenta-
tion, these ciders are bottled but not microbiologically
stabilized and frequently suffer undesirable alterations,
produced mainly by endogenous LAB, such as acidificat-
ion (Duen˜as et al. 1994), and ropiness (Duen˜as et al.
1995).
The majority of research about the bacteria responsi-
ble for biogenic amines in foods has focused on cheese,
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Abstract
Aims: To study the occurrence of histidine, tyrosine and ornithine decarboxy-
lase activity in lactic acid bacteria (LAB) isolated from natural ciders and to
examine their potential to produce detrimental levels of biogenic amines.
Methods and Results: The presence of biogenic amines in a decarboxylase syn-
thetic broth and in cider was determined by reversed-phase high-performance
liquid chromatography (RP-HPLC). Among the 54 LAB strains tested, six (five
lactobacilli and one oenococci) were biogenic amine producers in both media.
Histamine and tyramine were the amines formed by the LAB strains investi-
gated. Lactobacillus diolivorans were the most intensive histamine producers.
This species together with Lactobacillus collinoides and Oenococcus oeni also
seemed to produce tyramine. No ability to form histamine, tyramine or putres-
cine by Pediococus parvulus was observed, although it is a known biogenic
amine producer in wines and beers.
Conclusions: This study demonstrated that LAB microbiota growing in ciders
had the ability to produce biogenic amines, particularly histamine and tyra-
mine, and suggests that this capability might be strain-dependent rather than
being related to a particular bacterial species.
Significance and Impact of the Study: Production of biogenic amines by food
micro-organisms has continued to be the focus of intensive study because of
their potential toxicity. The main goal was to identify the microbial species
capable of producing these compounds in order to control their presence and
metabolic activity in foods.
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fermented meat products, wine and beer (Izquierdo-Pu-
lido et al. 1996; Silla-Santos 1996; Moreno-Arribas et al.
2003; Novella-Rodrı´guez et al. 2004). The presence of
biogenic amines in ciders was first reported by Zee et al.
(1983) and Vidal-Carou et al. (1989). More recently, his-
tamine, tyramine and putrescine have been found in
various natural ciders (Garai et al. 2006), suggesting that
decarboxylating LAB are probably responsible. Biogenic
amine production by LAB has never been studied in
species from natural ciders, except for one report dealing
with histamine-forming activities (Del Campo et al.
2000). Thus, to determine the possible participation of
LAB in the biogenic amine synthesis already detected in
natural ciders, this study focused on examining the
occurrence of amino acid decarboxylase activity of sev-
eral strains of LAB isolated from Basque country (Spain)
ciders.
Materials and methods
Bacteria strains and growth conditions
A total of 54 LAB including Lactobacillus collinoides (15
strains), Lactobacillus diolivorans (16 strains), Lactobacillus
plantarum (two strains), Lactobacillus suebicus (three
strains), O. oeni (10 strains) and Pediococus parvulus
(eight strains) were tested. They were isolated from Bas-
que country ciders according to that described by Duen˜as
et al. (1994).
Lactobacillus and Pediococcus strains were routinely
grown at 28�C in de Mann Rogosa Sharpe (MRS) med-
ium at pH 4Æ8. Oenococcus oeni strains were grown in
medium for Leuconostoc oenos (MLO medium) (ADSA,
Barcelona, Spain) (Caspritz and Radler 1983) at 28�C. All
bacteria were incubated in a 5% CO2 atmosphere. Two
pure cultures of LAB control strains were also tested,
including the tyramine-producing strain Lactobacillus bre-
vis 216 (DSM 1268) provided by the Spanish Type Cul-
ture Collection (CECT), and Lactobacillus 30a, a
histamine- and putrescine-producing strain, purchased
from the American Type Culture Collection (ATCC). The
strains were stored at )80�C in 20% glycerol.
Identification of LAB isolates
The LAB strains isolated from cider were identified using
biochemical tests as reported by Duen˜as et al. (1995). The
16S rRNA sequence analysis of strains was performed
according to the methods as described by Werning et al.
(2006). To confirm identity of O. oeni strains, polymerase
chain reaction (PCR) amplification with species-specific
primers was performed by the method described by
Zapparoli et al. (1998).
Detection of biogenic amine-producing ability in LAB
The ability for biogenic amine production was examined
in both cider and the semidefined Bover-Cid medium
(Bover-Cid and Holzapfel 1999). For inoculum prepara-
tion in this last medium, LAB strains were subcultured
twice in MRS broth supplemented with 0Æ1% fructose,
20% (v ⁄ v) of tomato juice and 0Æ005% of pyridoxal-
5-phosphate. The pH was adjusted to 5Æ2 and the medium
was autoclaved.
To detect biogenic amine formation, strains were
grown in Bover-Cid medium containing 1% ornithine
monohydrochloride and histidine monohydrochloride or
0Æ5% tyrosine di-sodium salt (all from Sigma-Aldrich,
Steinheim, Germany).
To avoid the loss of viability when cells are directly
inoculated into cider, bacterial strains were twice subcul-
tured in a modified cider medium containing in g l)1:
glucose, 5; yeast extract, 5; pantothenic acid 0Æ01 and
Tween 80 1. The pH was adjusted at 4Æ8 and sterilized by
filtration (0Æ45 lm). Bacterial strains were grown at pH 4
or 5Æ2 in a final cider supplemented with 0Æ05% glucose,
0Æ4% tyrosine di-sodium salt and 1% ornithine mono-
hydrochloride and histidine monohydrochloride.
After 7 days incubation at 28�C in a 5% CO2 atmo-
sphere, the medium was centrifuged and the supernatant
was kept at )20�C until analysis for biogenic amines. The
trials were performed in duplicate.
Biogenic amines were analysed by reversed-phase high-
performance liquid chromatography (RP-HPLC) accord-
ing to the method described by Marcobal et al. (2005).
Results
In this work, several strains, belonging to L. collinoides
(15 strains), L. diolivorans (16 strains), L. plantarum (two
strains), L. suebicus (three strains), O. oeni (10 strains)
and P. parvulus (eight strains) were analysed for amino
acid decarboxylase activity in Bover-Cid medium. Table 1
shows the number of positive strains of the total number
of strains investigated. The quantitative production of
biogenic amines by these LAB strains is shown in Table 2.
Most of the screening procedures used to determine
production of biogenic amines by micro-organisms, gen-
erally involve the use of a differential medium containing
a pH indicator. A positive result is indicated by a change
to purple in response of the indicator to a pH shift. The
pH change is dependent on the production of the more
alkaline amine from the amino acids initially included in
the medium. In our screening, we used modified decar-
boxylase broth supplemented with pyridoxal-5-phosphate
that has a strong enhancing effect on the amino acid
decarboxylase activity (Gale 1946). This modification was
Biogenic amines in cider lactic acid bacteria G. Garai et al.
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developed by Bover-Cid and Holzapfel (1999) and later
successfully used to investigate a large number of fastidi-
ous LAB, including O. oeni strains, isolated from grape
must and wines (Moreno-Arribas et al. 2003). The suit-
ability of this medium was demonstrated by comparing
the results of RP-HPLC quantification in the liquid med-
ium. Previous reports (Roig-Sagues et al. 1996; Moreno-
Arribas et al. 2003) have described the occurrence of
false-positive reactions, because of the formation of other
alkaline compounds, in the amino acid decarboxylase
media. However, in our study, identical results were
obtained by using the decarboxylase screening medium
and by HPLC to identify biogenic amine-producing
bacteria strains (Table 1).
In our screening, no histamine production was
observed in cultures of O. oeni grown in decarboxylase
media (Table 1). These results differ from those of Del
Campo et al. (2000), in which a large number of O. oeni
(also isolated from Spanish ciders) were shown to be his-
tamine producers. Although the ability of O. oeni, the
most important species in wine, to produce histamine has
been described in previous studies (Coton et al. 1998;
Guerrini et al. 2002; Landete et al. 2005), the results are
contradictory. The reasons for this lack of concordance
between authors could be, first, because amine formation
is associated with specific strains but not with a species.
Furthermore, determination of the amino acid decarbox-
ylase activity of LAB may result in numerous false-posi-
tive responses, because of the formation of different
alkaline compounds (Rodriguez-Jerez et al. 1994; Roig-Sa-
gues et al. 1996; Moreno-Arribas et al. 2003).
To date, there has not been any report on the role of
L. diolivorans and L. collinoides in the formation of bio-
genic amines. Among the LAB species found in ciders,
L. diolivorans strains appear to be the main producers of
histamine, and to a lesser extent of tyramine, while one
isolate of L. collinoides was found to be a histamine pro-
ducer (Table 2). Previously, Del Campo et al. (2000)
Table 1 Biogenic amine production by lactic
acid bacteria isolated from ciders
Lactic acid bacteria* N�
Histamine Tyramine Putrescine
MDA� HPLC§ MDA HPLC MDA HPLC
Lactobacillus brevis CECT 216 0 – 1 1 1 –
Lactobacillus 30a 1 1 0 – 1 1
Lactobacillus collinoides 15 1 1 0 – 0 –
Lactobacillus diolivorans 16 3 3 1 1 0 –
Lactobacillus plantarum 2 0 – 0 – 0 –
Lactobacillus suebicus 3 0 – 0 – 0 –
Oenococcus oeni 10 0 – 1 1 0 –
Pediococcus parvulus 8 0 – 0 – 0 –
*Taxon confirmed by sequencing and polymerase chain reaction (see Materials and methods).
�N, number of strains analysed.
�MDA, number of positive strains in decarboxylase media (MDA).
§HPLC, number of positive strains by reversed-phase high-performance liquid chromatography
(RP-HPLC).
Table 2 Concentration of the biogenic amines produced by positive lactic acid bacteria (LAB) strains in the decarboxylase synthetic broth and in
cider (mean ± standard deviation)
Bacterial strains
Amine production in MDA
(mg l)1)
Histamine production in cider
(mg l)1)
Tyramine production in cider
(mg l)1)
Histamine Tyramine pH 4 pH 5Æ2 pH 4 pH 5Æ2
Lactobacillus 30a 1402Æ01 ± 3Æ22 ND – – – –
Lactobacillus brevis CECT 216 ND 854Æ01 ± 3Æ38 – – – –
Lactobacillus diolivorans 18 1232Æ4 ± 3Æ17 – 152Æ09 ± 0Æ98 284Æ32 ± 0Æ84 ND ND
L. diolivorans 20 793Æ2 ± 4Æ32 – 35Æ22 ± 0Æ87 77Æ33 ± 0Æ43 ND ND
L. diolivorans 22 602Æ23 ± 7Æ09 – 15Æ31 ± 0Æ65 27Æ55 ± 0Æ21 ND ND
L. diolivorans 54 – 746Æ92 ± 2Æ13 ND ND 5Æ02 ± 0Æ11 8Æ54 ± 0Æ44
Oenococcus oeni 38 – 543Æ99 ± 3Æ11 ND ND 21Æ33 ± 0Æ09 22Æ11 ± 0Æ99
Lactobacillus collinoides 13 1207Æ3 ± 9Æ34 – 12Æ34 ± 0Æ54 13Æ21 ± 0Æ32 ND ND
ND, Not detected.
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described six isolates of Lactobacillus spp. of cider origin
showing histidine decarboxylase activity. These results
suggest that Lactobacillus may be responsible for hista-
mine production in ciders, in addition to O. oeni strains
previously described (Del Campo et al. 2000). Lacto-
bacillus collinoides is a heterofermentative LAB commonly
encountered in English apple juice (Carr and Davies
1972), in which it may be responsible for the metabolism
of quinic acid, the second most abundant organic acid in
juice (Carr 1983). It has also been related to the alteration
called ‘bitterness’ in ciders (Claisse and Lonvaud-Funel
2001; Sauvageot et al. 2002). Lactobacillus diolivorans, a
heterofermentative and recently described LAB (Kroon-
eman et al. 2002) has been associated with ropiness
in ciders (Werning et al. 2006) and bitterness in wines
(Gorga et al. 2002).
Pediococcus spp. are usually recognized as amine pro-
ducers in wines, cheese, beer and fermented sausages.
However, it is difficult to compare results with different
food products. In wines, Pediococcus has been proposed
as the main genus responsible for histamine production
(Delfini 1989) showing the highest production of hista-
mine (Landete et al. 2005). In the present work, no bio-
genic amine formation was found in the strains of
P. parvulus investigated.
Putrescine was the most prominent biogenic amine
found in most fermented beverages, such as wine (Marco-
bal et al. 2006) and cider (Garai et al. 2006). Research by
Straub et al. (1995) and Moreno-Arribas et al. (2003)
demonstrated that some strains of Lactobacillus buchneri
may contribute to the formation of putrescine from orni-
thine decarboxylation. More recently, some putrescine-
producing O. oeni from wine have been described (Coton
et al. 1999; Guerrini et al. 2002; Marcobal et al. 2004).
However, in our experimental conditions, among the
LAB tested, we did not find any producer of putrescine.
We are not aware of any previous research in which
O. oeni was the LAB related to tyramine formation during
cider fermentation. Tyramine is the biogenic amine more
commonly produced by LAB (Silla-Santos 1996; Bover-
Cid and Holzapfel 1999). The ability to produce tyramine
is usually not described in this species (Delfini 1989; Lon-
vaud-Funel and Joyeux 1994; Moreno-Arribas et al. 2000;
Guerrini et al. 2002). Nevertheless, O. oeni DSM 20252
was able to produce tyramine in fermented carrots and
synthetic medium (Choudhury et al. 1990). Moreover,
the production of tyramine was also found in a strain of
this species isolated from wine (Gardini et al. 2005).
The ability of tyramine or histamine synthesis by the
amine producers in the laboratory medium MDA (decar-
boxylase medium) was confirmed in cider, when these
strains were cultured in the beverage at pH 4 and 5Æ2
(Table 2). The amine production was significantly lower
in cider than in the decarboxylase medium. The best
histamine producer was L. diolivorans 18 and isolates
belonging to this species showed high variability in the
obtained levels of this amine. Regarding tyramine produc-
tion in cider, O. oeni 38 produced the highest concentra-
tions of this amine. In addition, histamine and tyramine
synthesis in the amine producers seems to be enhanced at
pH 5Æ2, as it is more favourable for growth and activity
of the amino acid decarboxylase enzymes (Bover-Cid and
Holzapfel 1999).
Discussion
Extensive studies have been conducted to isolate and iden-
tify bacteria species that cause biogenic amine accumula-
tion in fermented beverages, such as wine and beer
(Izquierdo-Pulido et al. 1996; Moreno-Arribas et al. 2000;
Constantini et al. 2006). Bacterial species commonly found
in cider were not included in previous studies. In this work,
a wide range of cider LAB species was examined for hista-
mine, tyramine and putrescine production as these are the
more prevalent amines in ciders, as described by Garai
et al. (2006). These authors also described the main physi-
cal and chemical characteristics of the ciders analysed.
Among the LAB microbiota growing in ciders, L dioli-
vorans was the group bearing the highest proportion of
decarboxylase-positive isolates. Therefore, this species
must make a considerable contribution to biogenic amine
accumulation during cider-making. These results agree
with that reported by Duen˜as et al. (1994) who indicated
that in apple musts and ciders, a fundamentally heterofer-
mentative lactic flora was found, with Lactobacillus species
being the most abundant. Oenococcus oeni, which are pro-
ducers of histamine in other fermented beverages such as
wine, seem not to be relevant histamine producers in
cider. However, the aminogenic potential is not homo-
genously distributed within a bacterial species. The results
obtained are in agreement with the hypothesis that decar-
boxylase activity is a strain-dependent property, and
probably influenced by other factors (substrate availabil-
ity, growth conditions and nutrients, pH, ethanol) that
interact favouring biogenic amine production.
Bover-Cid and Holzapfel (1999) reported that the opti-
mum pH should be in the range 5Æ0–5Æ2 in order to
enhance the synthesis and activity of the amino acid
decarboxylase enzymes. Our results showed that, despite
the more acidic conditions in ciders (close to pH 4), the
amine producers were also able to synthesize histamine or
tyramine and contribute to the spoilage of ciders. Hence,
microbiological stabilization must be performed after
malolactic fermentation in order to eliminate these
altering LAB and to avoid the synthesis of detrimental
biogenic amines in ciders.
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Regarding the method to detect biogenic amine-pro-
ducing bacteria, we can conclude in agreement with
Bover-Cid and Holzapfel (1999), that the amino acid
decarboxylase procedure is a simple method to detect
bacteria with decarboxylase activity. This method does
not require sophisticated analytical equipment and can be
incorporated into a conventional test system for bacterial
selection in order to investigate the capacity of biogenic
amine formation by LAB.
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




     







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

   
                 


               
   γ   α      
          








 





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            
         
           


  


           


          
           
           


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            
Anexo iii
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
           
         

              
             
            

   






           

             
          
              

          

µ
λλ
bActeriAs lácticAs de sidrA nAturAl: implicAción en AlterAciones y potenciAl probiótico de cepAs productorAs de (1,3)(1,2)-ß-d-glucAnos
252
         


          
            
µ
             


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
           
           
Anexo iii
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         
           



     













      

             

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            

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
   
     

 

bActeriAs lácticAs de sidrA nAturAl: implicAción en AlterAciones y potenciAl probiótico de cepAs productorAs de (1,3)(1,2)-ß-d-glucAnos
260
               
            

      

 
            

 


               

           
    
  
          
  

      

  


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          

 

    

 

             
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ABSTRACT 1
The ability to produce a 2 substituted (1,3)-β-D-glucan was screened in 147 LAB 2
strains recovered from cider. Of them, 32 identified as Pediococcus parvulus, exhibited a ropy 3
character in MRS broth and were PCR positive for the presence of the gtf gene, related to the 4
synthesis of the β-glucan. Half of the strains produced more than 100 mg L-1 of EPS. 1H 5
NMR spectra of the crude EPSs were identical to that previously described for P. parvulus6
2.6, indicating that all are 2 substituted (1,3)-β-D-glucans. The EPSs from two of the isolates 7
were subjected to acid hydrolysis and methylation analysis, confirming the NMR results. Size 8
exclusion chromatography (SEC) showed in all crude EPSs the presence of two different 9
molecular mass fractions of about 107 Da and 104 Da, whose relative proportions varied 10
among strains. EPS amounts and concentrations of high molecular fraction are linearly 11
correlated. Intraspecific diversity of isolates was determined by RAPD profiles. Based on 12
genotypic and phenotypic characteristics, two strains were selected to be further studied as 13
probiotics. 14
15
KEYWORDS: (1,3)(1,2)-β-D-glucans; Pediococcus parvulus, screening, exopolysaccharide 16
characterization  17
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INTRODUCTION 1
Exopolysaccharide (EPS) producing lactic acid bacteria are becoming industrially 2
important microorganisms for elaboration of functional food products. Most of them are 3
heteropolysaccharide (HePS) producers and are being used as natural biothickeners to 4
improve the texture and stability of some dairy products, such as fermented milks and cheese. 5
In addition, health benefits have been claimed for EPS synthesized by LAB (1). In contrast, 6
homopolysaccharide (HoPS) producing LAB strains have been rarely evaluated and used 7
only for fermentation of non-dairy products (2).  8
(1,3)-β-D-glucans from several bacteria and fungi constitute a group of natural 9
polysaccharides with a main chain of (1,3)-linked β-glucopyranosyl units. It can be linear or 10
branched with either (1,6) or (1,2)-linked side chains of varying length and distribution. In 11
plants, (1,3)-β-D-glucans exhibit a linear structure with mixed β-(1,3) and β-(1,4) glycosidic 12
bonds (3). These polysaccharides have been extensively studied in the last decade, and most 13
of these polymers, such as curdlan and scleroglucan, exhibit interesting physicochemical 14
properties, especially gelling capability. Moreover, (1,3)-β-D-glucans are considered as 15
biological response modifiers and numerous publications describe their biological activities 16
and therapeutic uses (4). Its biological effects are influenced by their degree of branching, 17
chain length, and tertiary structure (5).  18
In this research line, synthesis of (1,3)-β-glucans by LAB represents a promising 19
alternative to diversify and extent the number and applications of EPS producing LAB in the 20
development of new functional foods. Thus, P. parvulus 2.6 isolated from a ropy cider 21
synthesizes a 2-substituted (1,3)-β-D-glucan and the analysis of its rheological properties 22
showed that it has potential utility as a biothickener (6). In addition, human ingestion of an 23
oat-based food elaborated with P. parvulus 2.6 resulted in a decrease of serum cholesterol 24
levels, boosting the effect previously demonstrated for (1,3)(1,4)-β-D-glucans in oats (7). The 25
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potential of P. parvulus 2.6 as probiotic strain has been examined and it resists 1
gastrointestinal stress, adheres to Caco-2 cells and induces the production of inflammation-2
related cytokines by polarized macrophages (8).  3
Synthesis of the 2-substitute (1,3)-β-D-glucan by P. parvulus 2.6 is controlled by a 4
single transmembrane glucosyltransferase (GTF), which polymerizes glucosyl residues from 5
UDP glucose (9). A PCR assay, based on the glicosyltransferase gene (gtf) from P. parvulus6
2.6, has been developed for the detection of (1,3)-β-D-glucan producing LAB (10). This gtf7
gene has also been detected on other EPS producing LAB, such as Lactobacillus diolivorans 8
and Oenococcus oeni (10, 11) but, besides the β-glucan, these strains produce a α-glucan and 9
a heteropolysaccharide, respectively. 10
The aim of this work was to screen the ability to produce (1,3)-β-D-glucans in a large 11
number of LAB, isolated from ropy and non altered cider. We found that 29 P. parvulus12
isolates synthesize a single type of exopolysaccharide, a 2-substituted (1,3)-β-D-glucan. 13
Intraspecific diversity of these strains was also examined by randomly amplified polymorphic 14
DNA with three separate random primers. Based on their EPS yields, high molecular masses 15
of β-glucans, and RADP profiles, two of them were selected to be further studied as 16
probiotics. 17
18
MATERIAL AND METHODS 19
 Bacterial strains and growth conditions. A total of 147 LAB strains belonging to 20
the culture collection of the UPV/EHU (Donostia-San Sebastián, Spain) were used in this 21
study for screening of EPS production. They were previously isolated from both ropy and 22
non-altered natural ciders between 1993 and 2005. Strains were stored at -80 ºC in Man 23
Rogosa Sharpe (MRS) broth (Pronadisa, Madrid, Spain), containing 20% (v/v) glycerol. 24
Before experimental use, bacteria were propagated in MRS broth supplemented with 0.05% 25
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(wt/v) L-cysteine hydrochloride (Merck, Darmstad, Germany) and 0.1% (wt/v) Tween 80 1
(Pronadisa, Barcelona, Spain) at 28 ºC in an atmosphere containing 5% CO2.2
For EPS isolation and quantification, strains were grown in MST broth (12). Batch 3
fermentations without pH control were carried out in fully filled 250 mL screw-cap flasks for 4
96 h at 28 ºC in an atmosphere containing 5% CO2. Growth was monitored 5
spectrophotometrically at 600 nm (OD600).  6
Rapid screening of EPS-producing LAB strains. Screening for EPS-producing 7
LAB was performed in MRS broth (pH 4.8) supplemented with 20% (v/v) tomato juice and 5 8
g L-1 fructose (MRS-T-F) at 28 ºC in an atmosphere containing 5% CO2 for 48 h. The EPS-9
producing ability was evaluated by visual observation of the culture viscosity. EPS positive 10
strains showed a ropy liquid culture and upon agitation, the cell deposit formed a long string. 11
Carbohydrate fermentation. Bacteria were grown in MRS broth (without glucose) 12
containing chlorophenol red (0.04 g L-1), as pH indicator and supplemented with 2% (wt/v) of 13
the following carbohydrates: glucose, fructose, galactose, lactose, sucrose, maltose, sorbitol, 14
raffinose, mannitol, rhamnose, trehalose, or xylose. Incubation was performed for 7 days, at 15
28 ºC in an atmosphere containing 5% CO2,16
β-D-glucan agglutination test. Agglutination tests were performed using 17
Streptococcus pneumoniae type 37-specific antisera as previously reported by Werning et al 18
(10). Each culture (10 L) was mixed with 10 L of the antisera (Statens Seruminstitut, 19
Copenhagen, Denmark) and incubated for 2 h at 4 ºC. The preparations were analyzed by 20
phase-contrast microscopy. The 2-substituted (1,3)-β-D-glucan producer P. parvulus 2.6 was 21
used as positive control, and L. reuteri CECT 925T as negative control. 22
DNA extraction, identification of EPS-producers, and PCR detection of the gtf 23
region. One-millilitre aliquots of MRS cultures were used for DNA extraction. Following 24
centrifugation at 13000 × g for 3 minutes, pellets were washed in 0.5 mL of TE (10 mM Tris 25
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HCl; 1 mM EDTA, pH 8) and centrifuged at 13000 × g for 3 minutes. For DNA extraction, 1
the resulting cell pellet was resuspended in 180 L of an enzymatic lysis buffer, containing 20 2
mM Tris-HCl (pH 8), 2 mM sodium EDTA, 1,2 % Triton®X-100 and 20 mg mL-1 lysozyme, 3
and incubated for 30 min at 37ºC. DNA was purified by DNeasy Blood and Tissue Kit 4
(Qiagen GmbH, Hilden, Germany), according to the manufacturerʼs instructions. DNA 5
samples were stored at -20 ºC until use. Strains were identified by 16S rRNA sequence 6
analysis. A fragment of 530 bp of the 16S rRNA was amplified with primers PA (5´-7
AGAGTTTGATCCTGG CTCAG-3´) and UP1R (5´-TCACGCGGCTGCTGGCAC-3´) 8
corresponding to positions 9 to 539 in the Escherichia coli numbering system. Each 50 L 9
PCR reaction was carried out with 1.25U of BIOTAQ DNA polymerase (Bioline, 10
Luckenwalde, Germany) and contained 1 M of each primer, 0.75 mM MgCl2, 20 mM Tris-11
HCl pH 8.4, 50 mM KCl, 200 M of each dNTP and 5 L of DNA template. Cycling 12
conditions were 1x (94 ºC, 5 min); 25x (94 ºC, 1 min; 55 ºC, 1 min; 72 ºC, 2 min), and 1x (72 13
ºC, 10 min). The PCR products were separated on a 0.8% (wt/v) agarose gel, and the 14
amplicons were purified with the QIAquick Gel extraction kit (Qiagen, Hilden, Germany) 15
according to the manufacturerʼs instructions. 16S rRNA sequences were identified with 16
nucleotide identity at the species level higher than 98% by using the BLAST tool of the 17
GenBank DNA database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).18
For detection of the gtf gene, specific primers (GTFF and GTFR) were used for PCR 19
amplification (10). These primers were located in the coding sequence of the putative 20
carboxyl glycosyltransferase domain and amplified a 417 bp fragment of the gene. Each 50 21
L PCR reaction was carried out with 1.25U of BIOTAQ DNA polymerase (Bioline, 22
Luckenwalde, Germany) and contained 0.2 M of each primer, 3.5 mM MgCl2, 20 mM Tris-23
HCl pH 8.4, 50 mM KCl, 25 M of each dNTP and 5 L of DNA template. Cycling 24
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conditions were 1x (94 ºC, 5 min); 25x (94 ºC, 1 min; 55 ºC, 1 min; 72 ºC, 2 min), and 1x (72 1
ºC, 10 min). 2
RAPD-PCR. Total genomic DNA was isolated as described above and the genomic 3
diversity of the strains was analyzed by randomly amplified polymorphic DNA (RAPD) 4
method using universal primers M13 (5´-GAG GGT GGC GGT TCT-3´) (13), P1 (5´-ACG 5
CGC CCT-3´) and P2 (5´-ATG TAA CGC C-3´) (14) (synthesized by Eurofins MWG 6
Operon, Germany). PCR amplifications were conducted in a solution containing: 1x PCR 7
buffer (Bioline), 5 M of primer, 1 U of BIOTAQ DNA polymerase (Bioline), 5 mM MgCl28
(Bioline) for P1 and P2 or 2.5 mM for M13, 100 M of each dNTP (Bioline) and 200 ng of 9
DNA template in a total volume of 50 L. Amplification conditions were: one cycle of 94 ºC 10
for 5 min, 40 ºC for 5 min and 72 ºC for 5 min. This was followed by 33 cycles of 94 ºC for 11
30 s (M13) or 1 min (P1 and P2), 40 ºC for 1 min and 72 ºC for 1 min. 20 L of the 12
amplification product were electrophoresed on 1.8% agarose gel in TAE buffer at 80 V for 90 13
min. Gels were stained with ethidium bromide and photographed under UV light. Gel images 14
were recorded using a Gel-Doc (Bio-Rad) and stored as TIFF files. 15
Banding pattern analysis. Digitized images were converted, normalized, analysed 16
and combined with the Software package BioNumerics 2.5 (Applied Maths, St-Martens-17
Latem, Belgium). In order to normalize the banding patterns, molecular markers were 18
included every seven tracks. The levels of similarity between pairs of traces were computed 19
using the Pearson product-moment correlation coefficient that provides similarity based upon 20
densitometric curves. Data obtained from RAPD profiles (M13, P1 and P2, on separate and 21
combined) were clustered using the Unweighted Pair Group Method with Arithmetic 22
averaging (UPGMA) algorithm (15) using the corresponding tools in BioNumerics. The 23
consistence of the clusters obtained was estimated by calculating the cophenetic correlation 24
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values corresponding to the dendrograms. This method calculates the correlation between the 1
dendrogram-derived similarities and the matrix similarities.  2
Clustering of multiple data sets. Clustering of multiple data sets, combining banding 3
patterns (M13, P1, P2) and adding specific PCR result (gtf-PCR) and phenotypic traits (sugar 4
fermentations, EPS quantification values and agglutination results), was calculated taking 5
averaged similarity values from the individual experiments with the aid of the “Composite 6
data set” tool in BioNumerics. The similarity between the strains based on specific PCR or 7
phenotypic profiles was calculated by the binary coefficient of Jaccard (15). The consistency 8
of the clusters obtained was estimated by calculating the cophenetic correlation values 9
corresponding to the dendrograms. 10
EPS isolation and quantification. Bacterial cells were removed from fermented 11
media by centrifugation (16,000 × g, 4 ºC, 30 min). The clear supernatant was collected and 12
the EPS precipitated by adding two volumes of cold acetone (100% v/v) and maintained 13
overnight at 4 ºC. The precipitate was recovered by centrifugation at 14,000 × g for 10 min at 14
4 ºC, washed 3 times with 70% (v/v) acetone and centrifuged. Finally, precipitated 15
polysaccharide was dissolved in distilled water and the total sugar content was determined by 16
the phenol–sulphuric acid method using glucose as standard (16). All determinations were 17
made by triplicate. For EPS characterization, the final precipitate was dissolved in and 18
dialyzed against deionized water, using a dialysis membrane (Medicell International, Ltd., 19
London, U.K.) having a cut-off of 3.5 kDa, for 2–3 days (changed twice each day). After 20
dialysis, the precipitate was lyophilized.  21
EPS characterization. NMR analyses of the EPSs were performed using a 22
spectrometer Avance 500 (Bruker Instruments Inc.). 0.6 mg of each EPS was resuspended in 23
0.6 mL of deuterated water (Deuterium oxide, 99 atom % D, Aldrich) and the solutions were 24
stirred until complete homogenization. 1H monodimensional and 2D-COSY analysis were 25
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carried out at 30 ºC, according to the conditions described by Dueñas et al. (17). The 1
molecular masses of the polysaccharides were determined by high-performance size exclusion 2
chromatography (HP-SEC, GPCV 2000, Waters), which included a differential RI detector as 3
described by Velasco et al. (6).  4
Monosaccharide composition was determined and quantified by gas chromatography 5
after hydrolysis of the polysaccharides with 3M trifluoroacetic acid (TFA) as previously 6
described (18). For linkage type analysis, the samples were methylated according to Ciucanu 7
and Kerek (19). The permethylated samples were hydrolyzed with 3 M TFA (1 h, 120ºC) and 8
then reduced, acetylated and analyzed by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) 9
as reported by Leal et al. (18). 10
11
RESULTS 12
 Screening of EPS-producing LAB strains and identification. A total of 147 strains 13
of lactic acid bacteria, previously isolated from both ropy and non-altered natural cider were 14
screened for their EPS-producing ability in MRS-T-F broth. After incubation, the ropy 15
character of culture broth was visually detected in 32 strains (Table 1). These strains were 16
identified at species level by PCR amplification of a 530 bp fragment of the 16S rRNA gene. 17
After sequencing, all strains were assigned with nucleotide identity higher than 98% to 18
Pediococcus parvulus species.  19
To assess the ability of EPS-positive strains to ferment different raw materials for 20
alimentary use, sugar fermentation patters were studied. All strains were able to grow on, and 21
ferment glucose, fructose and trehalose. Maltose was also fermented by the majority of strains 22
(75%), as shown for the β-glucan producer P. parvulus 2.6, whereas galactose was used in a 23
minor proportion (56%). 24
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 EPS production. The EPS producing ability of the 32 EPS-producing LAB strains 1
was analyzed in a MST semidefined medium to avoid the problem of interference associated 2
with complex medium ingredients, such as mannans in yeast extract. Most of the strains are 3
able t  synthesize EPS with yields ranging from 18 to 243 mg L-1 (Table 1). Thirteen strains 4
yielded relatively large amounts of EPS, between 104 and 243 mg L-1, 7 between 50 and 100 5
mg L-1 and 5 produced < 50 mg L-1. Strains 1, 22 and 23 produced the highest EPS 6
concentration (about 250 mg L-1). In contrast, four strains (14, 19, 20, and 21) were very poor 7
producers or non producers. For this reason, they were excluded from further EPS 8
characterization. 9
PCR and immunological detection of 2-substituted (1,3)-β-D-glucan producing 10
strains. PCR was used to detect in EPS-positive strains the presence of the gtf gene, encoding 11
for the GTF glycosiyltransferase involved in the synthesis of the 2-substituted (1,3)-β-D-12
glucan by P. parvulus 2.6. The expected amplicon of 417 bp was detected in all strains 13
(Figure 1), suggesting that they were (1,3)(1,2)-β-D-glucan producers. In addition, we used an 14
agglutination test with antibodies against the capsular polysaccharide of S. pneumoniae15
serotype 37. Immunoprecipitation assays showed that most (25) of the gtf-positive strains 16
agglutinated in the presence of type 37-specific antiserum (Figure 1) and two kinds of 17
agglutination were observed (Figure 2). When EPS production in MST medium was higher 18
than 100 mg/L, huge cell aggregates were detected, and cell agglutination led to smaller 19
aggregates when EPS yields ranged from 30 to 100 mg L-1. However, no agglutination was 20
found in seven gtf +strains (15, 16, 17, 18, 19, 20, and 21), which were very poor or non-21
producers.  22
Structural and molecular mass determination of EPSs.  Structural characterization 23
of the 28 crude EPSs was performed by 1H NMR analysis. The chemical shifts for the 1H 24
resonances of all polysaccharides were identical to those found for the β-glucan produced by 25
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P. parvulus 2.6 (17) and figure 3 corresponds to a representative 1H and 2D-COSY NMR 1
spectrum. From these results, we concluded that all ropy P. parvulus strains synthesize a β-2
glucan with the same primary structure: a trisaccharide repeating unit, with two (1,3)-β linked 3
residues in the main chain, one of which is substituted in position 2 by a terminal glucose 4
residue. 5
 The EPSs from strains CUPV1 and CUPV22, which were the maximum EPS 6
producers, were additionally analyzed by chemical means in order to confirm the NMR 7
results. Acid hydrolysis of these polysaccharides yielded glucose as their unique component. 8
Methylation analysis gave partially methylated alditol acetates corresponding to terminal, 3-9
O-substituted and 2,3-di-O-substituted glucopyranose in relative proportions 1:1:1. These data 10
are in agreement with those expected for the trisaccharide repeating unit (Table 2). 11
Molecular weight determination of the β-D-glucans was carried out by size exclusion 12
chromatography (SEC), using different dextrans as molecular weight standards. The analysis 13
revealed in all cases the presence of two different molecular mass fractions. The high- and 14
low-molecular-mass polymers ranged between 1.1 x 107 and 7.1 x 106 Da, and 5.3 x 104 and 15
2.7 x 104 Da, respectively, and most of them (22 out of the 28) produced mainly the high-16
molecular mass polymer. It is worth noting that amounts of EPS and concentrations of the 17
high molecular fraction are linearly correlated (R2 0.799, p< 0.001). Thus, strains yielding 18
more than 100 mg L-1 of crude EPS, produced almost exclusively the high-molecular-mass 19
fraction (between 96% and 82%), while those that synthesized between 100 mg L-1 and 40 mg 20
L-1, produced mainly high-molecular-mass EPS (79%-60%). In contrast, poor EPS producers 21
(<25 mg L-1) synthesized both fractions in similar amounts (between 55% and 42%).22
RAPD profiles analysis. The clustering analysis including reference strains and cider 23
isolates was calculated individually and in combination for the RAPD-M13, RAPD-P1 and 24
RAPD-P2 profiles. In all cases, P. damnosus strains were separated from P. parvulus. At least 25
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four patterns were observed with a single primer. Of them, P1 showed the lowest intraspecies 1
differentiation i.e. one pattern was shared by 21 out of the 34 strains. Cophenetic correlation 2
values were 90, 96 and 77 % for the clustering with RAPD-M13, RAPD-P1 and RAPD-P2 3
profiles, respectively, and 90 % for the global analysis combining the three RAPD profiles. 4
The highest intraspecies differentiation was obtained with the combined RAPD M13-P1-P2 5
profile showing up to 17 patterns within the strains.  6
 Combination of phenotypic and genotypic data. Figure 1 shows the dendrogram 7
derived from UPGMA clustering based on the combined similarity matrix obtained from the 8
M13, P1 and P2 RAPD fingerprinting, gtf-PCR amplification, sugar fermentation, 9
agglutination test and EPS quantification. The total analyzed strains (34 P. parvulus and 2 P. 10
damnosus) clustered at 10.5 % similarity, with a cophenetic correlation value of 97 %. At 58 11
% similarity, two clusters were formed grouping all P. parvulus except the type strain CECT 12
7350T that joined them at 52.5 %. Cluster I, grouped strain P. parvulus 2.6 together with 25 13
cider isolates. All isolates included in this cluster were positive for the agglutination test and 14
exhibited the 417 bp amplicon (gtf-PCR positive). They also showed the highest EPS 15
production values. Within this cluster, at 85% similarity joined isolates CUPV28 to CUPV32. 16
All of them were recovered the same year, from the same cellar and sample, which indicates 17
their clonality. In other instances, at same similarity joined isolates collected with 10 years of 18
difference i.e. CUPV7 to CUPV10 recovered on 1993 from cellar A, together with CUPV12 19
and CUPV13, recovered on 2003 from cellars C and D, respectively. This finding might 20
indicate a clonality of EPS producing strains linked to cider production. Strain P. parvulus 2.6 21
is clearly separated from other strains within the cluster. Cluster II grouped 7 cider isolates 22
which were gft-PCR positive but negative for the agglutination test, and they showed the 23
lowest EPS production levels. All isolates were recovered on 2005 from the same cellar, and 24
6 of them joined at 85% similarity while CUPV15 was clearly different. 25
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DISCUSSION 1
EPS-producing lactic acid bacteria are being used as starter cultures or coadjutants for 2
elaboration of fermented foods such as yogurt, cheese and cereal based products (2, 20, 21) 3
because of their biothickening properties. In addition, the possible benefits for human health 4
of exopolysaccharides produced by LAB are currently being studied (1). In this context, the 2-5
substituted (1,3)-β-D-glucan producers may represent interesting strains for food industry 6
because of the widely described positive effects of the (1,3)-β-D-glucans as biological 7
response modifiers (4). We have previously found that, besides the biothickener properties of 8
the 2-substituted (1,3)-β-D-glucan of P. parvulus 2.6 (6), this strain displayed 9
immunomodulating activities and probiotics properties (7, 22, 8). In the present work, in order 10
to identify new (1,3)-β-glucan producing strains, a screening among 147 LAB strains, 11
previously isolated from ropy and non-altered natural ciders was performed.12
Thirty two isolates showed a ropy phenotype when they were grown in MRS broth 13
and all of them were identified as belonging to P. parvulus. As previously reported (23) for 14
other homo- or heteropolysaccharide producing LAB strains, EPS production by these ropy P. 15
parvulus varied widely among isolates. Interestingly, almost half of them synthesized large 16
amounts of EPS (between 100 and 250 mg L-1). These levels are relatively higher than those 17
reported for other EPS+ LAB strains isolated from natural food environments (23, 24), with 18
exception of the huge amounts of dextrans or fructans produced by some Leuconostoc strains 19
(25).20
When molecular tools were used for β-D-glucan producing bacteria detection, it is 21
worth noting that the 32 P. parvulus EPS+ strains amplified in the PCR reaction with specific 22
primers for the gtf gene, suggesting its β-D-glucan producing ability (10). In addition, the 23
agglutination test with the specific antiserum against the capsular β-glucan of S. pneumoniae24
type 37 was assayed as supplementary method for rapid screening of the 2-substituted (1,3)-β-25
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D-glucan producers. Its capsular envelope is constituted by a branched polysaccharide 1
composed of a backbone of →3)-β-D-Glcp-(1→ units with monosaccharide side chains of β-2
D-Glc-(1→ linked to C2 of each Glc residue (sophorosyl subunits). The anti-type 37 serum 3
preferentially recognizes the branched part of this capsular polysaccharide (26) and, as a 4
consequence, it reacts with P. parvulus 2.6 (27) and other 2-substituted (1,3)-β-D-glucan 5
producers (28; 11). From our results, we can conclude that this agglutination assay could be 6
successfully used as a rapid screening method when β-glucan levels are not very low (> 20-30 7
mg L-1), in agreement with that reported by Dols-Lafargue et al. (11). 8
The synthesis of the 2-substituted (1,3)-β-D-glucan by gtf and agglutination positive 9
strains (25) was confirmed by 1H-NMR analysis of the purified exopolysaccharides. In 10
addition, methylation analysis data for the EPSs from strains 1 and 22 (which were selected 11
for producing high amounts of high-molecular mass EPSs) clearly showed that the crude EPS 12
was only constituted by this kind of polysaccharide, in contrast to that previously described 13
for Lactobacillus sp. G-77 (29) and Oenococcus oeni (16, 11), which synthesize, besides the 14
β-glucan, an α-glucan and heteropolysaccharides, respectively. This fact represents an 15
interesting characteristic in order to assess the biological activities or the prebiotic potential of 16
these β-glucans.  17
In addition to primary structure and solution conformation, molecular weight may play 18
a role on biological activity of the (1,3)-β-D-glucans, determining whether and with what 19
affinity these polysaccharides bind to receptor(s) and modulate immune function (4). In this 20
context, as found by Velasco et al. (6), culture medium composition decisively influences the 21
molecular weight of the 2-substituted (1,3)-β-D-glucan synthesized by P. parvulus 2.6, being 22
glucose the sugar source in which molecular weight and EPS yield were highest.  23
For this reason, all strains in this study were grown on glucose and, similarly to that 24
reported for other P. parvulus strains (2.6 and IOE 8801) (6, 11), all β-glucans were 25
Page 14 of 28
ACS Paragon Plus Environment
Submitted to Journal of Agricultural and Food Chemistry
bActeriAs lácticAs de sidrA nAturAl: implicAción en AlterAciones y potenciAl probiótico de cepAs productorAs de (1,3)(1,2)-ß-d-glucAnos
282
For Review
. Confidential - ACS
15
constituted by two fractions, a high-molecular-mass polymer (close to 1 x 107 Da) and a low-1
molecular one (about 104 Da). The relative proportions of the two fractions varied widely 2
between strains and were significantly correlated with EPS yield. As described by de Vuyst et 3
al. (30), the molecular mass of an EPS is of primary importance for the intrinsic viscosity of 4
the polymer, and, hence, some of our β-glucan producers could be considered as promising 5
biothickening agents, such as strains 1 and 22, because of the high molecular masses of their 6
EPSs. For both strains, the molecular masses of their high molecular fractions (Table 1) are 7
higher than those reported for other (1,3)-β-D-glucans of commercial use, such as 8
scleroglucan and curdlan, which ranged from 1.3 x 105 to 6 x 106 Da (31) and from 5.3 x 104 9
to 2.0 x 106 Da (32), respectively. However, other factors such as EPS conformation or 10
interactions between EPS and growth media microstructure could also contribute to the 11
rheological features of the fermented media (24), further research is needed to asses its 12
viscosifying properties in particular food matrices. 13
Regarding genotypic characterization, the EPS-producing P. parvulus cider isolates, 14
exhibited highly similar single RAPD profiles even though they had been recovered over a 15
thirteen years period. However, the combined analysis of the three RAPD profiles and 16
phenotypic traits grouped cider isolates together and apart from the type strain of the species, 17
P. parvulus CECT 7350T, isolated from silage. In addition, RAPD profiles distinguish clone 18
isolates from singular strains such as P. parvulus 2.6, a previously characterized cider isolate 19
(10), and they have been applied for strain selection. Besides, RAPD profiles obtained in the 20
present study, clearly allowed differentiation between P. parvulus and P. damnosus, two 21
closely related species. It is worthwhile to mention that P. parvulus 2.6 was first described as 22
belonging to the species P. damnosus (16, 33) and later on assigned to P. parvulus following 23
16S rRNA sequencing analysis (10).  24
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To conclude, in this study a screening of 2 substituted (1,3)-β-D-glucan producers has 1
been performed. All β-glucan positive strains belonged to P. parvulus, and 2 of them (CUPV 2
1 and 22) have been selected on basis of their high EPS yields, molecular masses, and high 3
proportion of the 107 Da fraction. They exhibit the ability to ferment several sugar sources, 4
including glucose, galactose, and maltose, making them suitable for its use as starter or 5
coadjuvants cultures in dairy and non-dairy product fermentations. In addition, they are not of 6
clonal origin as assessed by RAPD profiles and both strains can be easily differentiated by 7
RAPD PCR with P1 or P2 primers. Currently, research on the probiotic and biothickening 8
potential of these two strains is in progress.  9
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Table 1. Growth and EPS production by P. parvulus strains in MST medium and 1
characterization of their polymers 2
3
Average molecular weight (Mw) 
Mw F1 Relative Mw F2  (%) Relative Strain OD600
EPS  
(mg L-1) 
(106 Da) proportion of F1 (%) (104 Da) proportion of F2 (%) 
1 2.04 233 10.2 95.8 3.0 4.2 
2 2.06 124 8.2 87.5 3.0 12.5 
3 1.60 149 9.3 95.3 2.7 4.7 
4 0.87 44 8.6 38.6 4.9 61.4 
5 0.96 42 10.3 31.4 5.3 68.6 
6 1.84 127 9.4 81.8 3.1 18.2 
7 1.61 106 8.8 88.9 3.4 11.1 
8 2.02 125 9.7 89.4 3.8 10.6 
9 1.91 119 9.4 86.4 3.9 13.9 
10 1.81 121 9.3 91.0 3.4 9.0 
11 1.87 102 7.4 85.9 3.4 14.1 
12 1.95 44 8.6 70.9 3.3 29.1 
13 1.07 49 7.1 74.6 3.0 25.4 
14 1.49 11 n.d n.d n.d n.d 
15 1.50 22 9.5 49.5 2.8 50.5 
16 1.63 25 9.1 42.3 2.8 57.7 
17 1.48 18 9.6 54.6 2.8 45.4 
18 1.51 21 9.3 51.7 3.5 48.3 
19 1.40 n.d n.d n.d n.d n.d 
20 1.65 6 n.d n.d n.d n.d 
21 1.47 2 n.d n.d n.d n.d 
22 2.37 228 10.5 91.2 3.1 8.8 
23 2.29 243 9.9 94.2 2.9 5.8 
24 2.37 140 10.1 94.9 3.1 5.1 
25 1.59 93 8.4 66.4 2.9 33.6 
26 2.38 135 10.2 90.5 3.1 9.5 
27 1.64 58 11.1 60.1 3.2 39.9 
28 2.20 62 10.0 68.3 3.4 31.7 
29 2.19 63 9.9 79.0 3.5 21.0 
30 2.21 79 8.6 62.7 3.4 37.3 
31 2.30 75 10.0 62.6 3.4 37.4 
32 2.21 75 10.3 70.1 3.4 29.9 
P. parvulus 2.6 1.92 193 9.3 90.6 4.1 9.4 
4
n.d., no determined; OD600, optical density at 600 nm; F1, high molecular mass fraction; F2, 5
low molecular mass fraction 6
7
Page 22 of 28
ACS Paragon Plus Environment
Submitted to Journal of Agricultural and Food Chemistry
bActeriAs lácticAs de sidrA nAturAl: implicAción en AlterAciones y potenciAl probiótico de cepAs productorAs de (1,3)(1,2)-ß-d-glucAnos
290
For Review
. Confidential - ACS
23
Table 2. Percentages of the linkage types deduced from methylation analysis of the EPS 1
produced by strains 1 and 22 of P. parvulus. 2
3
      Relative proportion 
RT (min) Deduced linkage type Characteristic fragments (m/z) CUPV1 CUPV22 
6.701 Glcp-(1→ 87, 102, 118, 129, 145, 161, 162, 205 1 1 
8.716 →3)-Glcp-(1→ 101, 118,  129, 161, 173, 233 1 1 
10.958 →2,3)-Glcp-(1→ 87, 101, 129, 161, 202, 262 1 1 
4
RT, retention time 5
6
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Figure 1. Dendrogram derived from UPGMA cluster analysis based on the combined 4
similarity matrix obtained from the M13, P1 and P2 RAPD fingerprinting, gtf-PCR, sugar 5
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fermentation, agglutination test and EPS quantification of the 34 P. parvulus (1 reference 1
strain and 33 cider isolates) and 2 P. damnosus reference strains. The scale measures the 2
percentage of similarity. Clusters are numbered. The tracks show the processed band patterns 3
corresponding to RAPD M13, P1, and P2 after conversion, normalization, and subtraction of 4
the background. Column on the right show data corresponding to isolation year, cider making 5
cellar, sample number and agglutination test. Differences in sugar fermentation patterns are 6
indicated as follows: agalactose; bmaltose; cxylose. P. parvulus 2.6 is an EPS producing cider 7
isolate previously described (10). CECT, Spanish Type Culture Collection, type strain. 8
Page 25 of 28
ACS Paragon Plus Environment
Submitted to Journal of Agricultural and Food Chemistry
Anexo iii
293
For Review
. Confidential - ACS
26
Figure 2. 1
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Figure 2. Immunoagglutination in presence of anti-type 37 antibody on (1,3)(1,2)-β-D-glucan 46
producing P. parvulus strains CUPV22 (A) and CUPV25 (B). No agglutination with CUPV17 47
strain (C). 48
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Figure 3. 1
2
Figure 3. 500 MHz 1H NMR spectrum of a representative β-glucan was recorded in D2O at 30 3
ºC and the 500 MHz 2D homonuclear proton double-band filtered correlation spectrum (DBF-4
COSY) was obtained by double band selective excitation of the 3-5 ppm region. 5
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Figure 4. 1
2
Figure 4. Size exclusion chromatograms of the β-glucans synthesized by P. parvulus3
CUPV22 (continuous line), P. parvulus CUPV15 (dashed lines) and P. parvulus4
CUPV5 (grey line) are depicted. 5
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ABSTRACT 1 
The (1,3)-β-D-glucans are considered to be biological response modifiers with health 2 
promoting properties. In this work we have identified three lactic acid bacteria (Lactobacillus 3 
suebicus CUPV221, Pedioccocus parvulus CUPV1 and Pedioccocus parvulus CUPV22) and 4 
have characterised the 2-substituted (1,3)-β-D-glucans that they produce. In addition, the 5 
probiotic potential of the strains has been assessed. The three strains excreted significant levels 6 
(137 to 180 mg L-1) of exopolysaccharide (EPS), which increased the viscosity of the growth 7 
media. The two Pediococcus strains produced the β-D-glucan mainly during the late exponential 8 
growth phase whereas L. suebicus CUPV221 synthesized most of the EPS in the stationary 9 
phase. Size exclusion chromatography of EPS preparations from each strain showed the presence 10 
of two main species, one with a molecular mass of approximately 107 Da, the other of 11 
approximately 104 Da; whose proportions varied among the strains. Analysis for tolerance to 12 
simulated digestive tract conditions revealed that the three strains had a high survival (around 13 
30%) after exposure to saliva and gastric conditions at pH 5. Moreover, for P. parvulus CUPV22 14 
and L. suebicus CUPV221, the survival was not further affected under moderate acidic 15 
conditions (down to 3.1), although only CUPV221 showed a significant survival (11%) at pH 16 
1.8. All three LAB strains were resistant to pancreatin and bile salts. The adherence to Caco-2 17 
cells was strain-dependent, with P. parvulus CUPV22 exhibiting the highest adhesion level 18 
(10.5%), which decreased to 1.2% after removal of the EPS by washing. Finally, P. parvulus 19 
CUPV22 and L. suebicus CUPV221 differentially induced the production of inflammation-20 
related cytokines by polarized macrophages. 21 
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INTRODUCTION 1 
 Lactic acid bacteria (LAB) and bifidobacteria are exploited industrially for their health 2 
promoting properties in food production, particularly in fermented milk products. Some of these 3 
bacteria are inhabitants of the gastrointestinal tract and they are the most commonly used 4 
probiotic microorganisms in functional food elaboration (19). A probiotic bacterium is defined as 5 
“a live microorganism that, when administered in adequate amounts, confers a health benefit on 6 
the host” (11). The reported beneficial effects for probiotic bacteria include minimizing 7 
symptoms of lactose intolerance, modulating the immune system, reducing cholesterol levels and 8 
hypertension, and preventing infectious, inflammatory, allergic and tumor-related diseases (4). 9 
Commercialized probiotics are limited to a few strains of bifidobacteria, lactobacilli and 10 
streptococci, most of which produce exopolysaccharides (EPS) (28, 35). These biopolymers are 11 
biothickening agents that play an important role in the rheology, texture and ‘mouthfeel’ of 12 
fermented milks (viili, långfil) and other fermented products (16). In addition, health benefits 13 
have been claimed for EPS synthesized by LAB (27). 14 
 The role of surface polysaccharides in probiotic-host interactions has not yet been studied 15 
in great detail. Polysaccharides display a high diversity among lactobacilli and they are thought 16 
to be involved in determining strain-specific properties important for probiotic action, such as 17 
adhesion, stress resistance and interactions with specific receptors and effectors of the host 18 
defense system (5, 38). However, knowledge of the involvement of these biopolymers in the 19 
adhesion of bacteria to the intestinal epithelium is scarce. In the case of the probiotic organism 20 
Lactobacillus rhamnosus GG, Lebeer et al. (18) showed that its long galactose-rich EPS 21 
molecules act negatively on its adherence and biofilm formation capacity. However, we have 22 
detected that the 2-substituted (1,3)-β-D-glucan produced by P. parvulus 2.6 isolated from cider 23 
contributes to bacterial adhesion to human intestinal epithelial cells (13). Moreover, the results of 24 
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Dols-Lafargue et al. (6) revealed the contribution of this latter β-glucan to biofilm formation by 1 
P. parvulus IOEB 8801 isolated from wine. 2 
Most of the EPS-producing LAB and bifidobacteria strains used in functional dairy food 3 
elaboration synthesize heteropolysaccharides. By contrast, homopolysaccharide producers have 4 
been rarely evaluated and are used only for fermentation of non-dairy products. However, 5 
several glucan or fructan producing Lactobacillus strains have been assayed for sourdough 6 
fermentation (30) and the β-D-glucan producing P. parvulus 2.6 has been tested for elaboration 7 
of a fermented oat product (21). 8 
The (1,3)-β-D-glucans from several bacteria, fungi and plants are considered to be 9 
biological response modifiers and numerous publications describe their biological activities and 10 
therapeutic uses (29). In this context, (1,3)-β-D-glucan producing lactic acid bacteria isolated 11 
from non dairy habitats could represent an alternative to diversify and extent the number and 12 
applications of EPS producing probiotic strains. 13 
In this work, three 2-substituted (1,3)-β-D-glucan-producing LAB strains (Pedioccocus 14 
parvulus CUPV1 and CUPV22 and Lactobacillus suebicus CUPV221) isolated from a non-dairy 15 
source (Basque Country natural cider) and their exopolysaccharides were characterized with the 16 
aim to analyze their potential probiotic and viscosifying properties and thereby assess their 17 
suitability as candidates for the elaboration of functional foods. 18 
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MATERIALS AND METHODS 1 
Bacterial strains and media 2 
The three EPS producing LAB strains employed in this study were previously isolated 3 
from Basque natural ciders, as described by Dueñas et al. (7) and identified as Pediococcus 4 
parvulus (strains CUPV1 and CUPV22) and Lactobacillus suebicus (strain CUPV221) by 5 
16SrRNA sequencing (Accession numbers in GenBank: GQ923890, GQ923889 and 6 
GQ923888). Lactobacillus acidophilus LA-5 and Bifidobacterium animalis sups. lactis BB-12 7 
(Chr. Hansen A/S., Hørsholm, Denmark) were used in this study as control for adhesion 8 
experiments to epithelial Caco-2 cells. Strains were maintained at -80ºC in Man Rogosa Sharpe 9 
(MRS) broth (Pronadisa, Madrid, Spain) supplemented with 20% (vol/vol) glycerol. 10 
For production and further characterization of the EPS, strains were grown in two 11 
previously described semi-defined media buffered at pH 6.0: MST (33) for P. parvulus strains 12 
and SMD (34) for L. suebicus CUPV221. Both media contained glucose as carbohydrate source 13 
at concentration of 20 g L-1. Batch fermentations without pH control were carried out in fully 14 
filled 250 mL screw-cap flasks for 240 h at 28ºC in an atmosphere containing 5% CO2.  15 
For analysis of probiotic properties, the EPS-producing and probiotic bacteria were 16 
grown respectively at 30ºC or 37ºC in MRS broth supplemented with 0.05% (wt/vol) L-cysteine 17 
hydrochloride (Merck, Darmstad, Germany) and 0.1% (wt/vol) Tween 80 (Pronadisa, Barcelona, 18 
Spain) and incubated at 30ºC under anaerobic conditions (in anaerobic jars with AnaeroGenTM, 19 
Oxoid Unipath Ltd. Basingstoke, Hampshire, UK). 20 
 21 
Characterization of LAB strains 22 
The three EPS producing LAB strains were characterized as described below.  23 
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For DNA extraction, and PCR detection of the gene (gtf) encoding the glycosyltransferase (GTF) 1 
responsible for the synthesis of the 2-substituted (1,3)-β-D-glucan, pellets from 1 mL of MRS 2 
cultures were used for DNA extraction by DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen GmbH, Hilden, 3 
Germany), according to the manufacturer’s instructions. DNA samples were stored at -20ºC until 4 
used. For detection of the gtf gene of the EPS producing strains, specific primers GTFF and 5 
GTFR were used for PCR amplification as previously described by Werning et al. (39). For 6 
characterization of the gtf, the entire genes were amplified with the primers  7 
5´-ATGTTAAATGATAATGATTCAGAACTAAAAAAATTTC-3´ and  8 
5´-TTAATCATTCCAATCAACTGTTTCCGTGTT-3´ and these as well as internal primers were 9 
used to determine the 1704 nt DNA sequence of the gtf genes of the three EPS-producing strains 10 
as previously described (39). The DNA sequences have been deposited in the GenBank (P. 11 
parvulus CUPV1, GU174475; P. parvulus CUPV22, GU174476 and L. suebicus CUPV221, 12 
GU174474). 13 
 14 
Purification and characterization of EPS 15 
For purification and quantification of EPS, bacterial cells were removed from fermented 16 
media by centrifugation (16,000 × g, 4ºC, 30 min). The EPS present in the supernatant was 17 
precipitated by addition of two volumes of cold acetone and incubation overnight at 4ºC. After 18 
centrifugation at 14,000 × g for 10 min at 4ºC, the precipitate was washed 3 times with 70% 19 
acetone and sedimented by centrifugation. Finally, the EPS was suspended in distilled water and 20 
the total sugar content was determined by the phenol–sulphuric acid method using glucose as 21 
standard (14). Each reported value was the average of three independent determinations. 22 
For EPS characterization, the exopolysaccharides were removed from the fermented 23 
growth media after 96 h of culture. After EPS purification, the precipitated EPS was dissolved 24 
and dialyzed against deionized water, using a membrane (Medicell International, Ltd., London, 25 
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U.K.) having a cut-off of 3.5 KDa, for 2–3 days (water changed twice each day). After dialysis, 1 
the precipitate was lyophilized. 2 
For NMR analysis, 0.6 mg of each purified EPS sample was resuspended in 0.6 mL of 3 
deuterated water (99 atom % D, Aldrich) and the solutions were stirred to complete 4 
homogenization. The NMR analyses of the EPS were performed using an Avance 500 5 
spectrometer (Bruker Instruments Inc.). 1H monodimensional and 2D-COSY analyses were 6 
carried out at 30ºC according to the conditions described by Dueñas et al. (8). 7 
The molecular masses of the exopolysaccharides were determined by high-performance 8 
size exclusion chromatography (HP-SEC, GPCV 2000, Waters) as described by Velasco et al. 9 
(34). 10 
The viscosities of the cell-free fermented growth media were determined with a 11 
capillary Cannon-Fenske viscometer (0.3 mm Ø) at 26ºC as described by Dueñas et al. (10). 12 
Viscosity was expressed in centistocks (cSt = mm2 seg-1) and all measurements were performed 13 
in triplicate.  14 
 15 
Gastrointestinal transit tolerance assay 16 
Tolerance assays were performed with late exponential-phase cells, resuspended in 15 17 
mL of 10% skim-milk acidified with 1 M HCl to pH 4.6 (giving approximately 109 CFU mL-1). 18 
Human gastrointestinal tract conditions were simulated as previously described (12) with the 19 
following modifications. For gastric stress (G) analysis, bacteria after exposure to lysozyme were 20 
treated with pepsin at pHs 5.0, 4.0, 3.1, 2.1 or 1.8 for 20 min. Gastrointestinal stress (GI) was 21 
mimicked by exposure of the G pH 5 samples to bile salts and pancreatin at pH 6.5 for 120 min. 22 
Cell suspensions were prepared as described above and samples of 2.5 mL were withdrawn to 23 
determine cell viability by the LIVE/DEAD® BacLightTM fluorescent stain (1). Prior to the 24 
analysis, it was established that a correlation exists for all strains between green (live 25 
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bacteria)/red (dead bacteria) fluorescent (G/R) ratio and viable cell numbers were determined by 1 
plate count. All experiments were performed in triplicate with three independent cultures of each 2 
strain. 3 
 4 
Caco-2 cell culture and adhesion assay 5 
The Caco-2 cell line from human colon adenocarcinoma was obtained from the cell bank of the 6 
Centro de Investigaciones Biológicas (Madrid, Spain). Cells were grown in Men-Alpha Medium 7 
(Invitrogen, Barcelona, Spain), supplemented with 10% (vol/vol) heat-inactivated fetal bovine 8 
serum. The incubation was carried out at 37ºC in an atmosphere containing 5% CO2. Caco-2 9 
cells were seeded in 96-well tissue culture plates (Falcon MicrotestTM, Becton Dickinson, 10 
Franklin Lakes, NJ, USA) at a concentration of 1.25×104 cells per well (1.25x105 cells mL-1) and 11 
grown for 15 days to obtain a monolayer of differentiated and polarized cells. The culture 12 
medium was changed every 2 days. Cell concentrations were determined before and after 13 
adhesion experiments in a counting chamber (Type Neubauer 0.100 mm Tiefe. 2. Depth 14 
Profondeur 0.0025 mm2) using a NIKON ECLIPSE TS 100 microscope. 15 
For adhesion experiments, late exponential phase cells of the three strains were 16 
sedimented by centrifugation for 10 min at 12.000 x g, resuspended in the appropriate volume of 17 
Dulbecco´s modified Eagle medium (DMEM, Invitrogen) to give 1.25×106 CFU mL-1, and were 18 
added to Caco-2 cells in a final volume of 0.1 mL per well. In addition, for analysis of the 19 
influence of the EPS on the adhesion capability of the P. parvulus CUPV22, two sub-populations 20 
were used: (i) prepared as indicated above (CUPV22) and (ii) composed of bacterial cells 21 
washed with PBS prior to resuspension as above (CUPV22*), with the aim of removing the EPS 22 
attached to bacterial before analyzing their adhesion. 23 
Adhesion experiments consisted of exposing Caco-2 cells to bacteria (ratio 1:10) for 1 24 
h, at 37ºC. Then, unattached bacteria were removed by three-fold washing with 0.2 mL PBS pH 25 
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7.1, and Caco-2 cells were detached from the plastic surface by incubating for 10 min at 37ºC 1 
with 0.2 mL of 0,05% trypsin–EDTA per well. The detachment reaction was stopped by adding 2 
0.1 mL of cold phosphate-buffered saline PBS pH 7.1 (10 mM Na2HPO4, 1 mM KH2PO4, 140 3 
mM NaCl, 3 mM KCl, all purchased from Merck). To determine the number of cell-associated 4 
bacteria, appropriate dilutions were plated onto MRS agar plates. All adhesion assays were 5 
conducted in triplicate. 6 
 7 
Detection of EPS by electron microscopy 8 
The presence or absence of the EPS attached to the bacteria was determined using a 9 
JEOL 1230 transmission electron microscope operated at 100 KV. Samples were prepared as 10 
follows. Glow-discharged carbon-coated formvar grids were placed face-down over a droplet of 11 
each culture concentrated five-fold in 0.1 M AcNH4 pH 7. After 1 min, each grid was removed, 12 
blotted briefly with filter paper and, without drying, negatively stained with 2 % uranyl acetate 13 
for 40 s, then blotted quickly and air-dried. 14 
 15 
Macrophage differentiation, culture and immune stimulatory assay 16 
Human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated from buffy coats 17 
from normal donors over a Lymphoprep (Nycomed Pharma, Oslo, Norway) gradient according 18 
to standard procedures. Monocytes were purified from PBMC by magnetic cell sorting using 19 
CD14 microbeads (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Germany). CD14+ cells (>95% 20 
monocytes) were cultured at 37ºC in an atmosphere containing 5% CO2 for 7 days in RPMI 21 
(GIBCO, Invitrogen, NY, USA) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS) (completed 22 
medium), containing 1,000U mL-1 granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-23 
CSF) or 10 ng mL-1 macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) (ImmunoTools GmbH, 24 
Friesoythe, Germany) to generate M1 and M2 monocyte-derived macrophages, respectively, 25 
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with cytokine addition every second days. M1 and M2 macrophages (5x105 cells mL-1 as 1 
determined by Neubauer-counting) were stimulated with LPS from Escherichia coli 055:B5 2 
(Sigma, Barcelona, Spain) at 10 ng mL-1, or exposed to 1.25x107 CFU mL-1 (ratio 25:1, 3 
bacteria:Caco-2 cells) of P. parvulus CUPV22 or L. suebicus CUPV221 in an atmosphere 4 
containing 5% CO2 during 18 h. 5 
Supernatants from untreated (Basal) and treated M1 and M2 macrophages were tested 6 
for the presence of cytokines using commercially available ELISA for IL-6, IL-8, IL-10, TNF-α 7 
(all purchased from ImmunoTools, Friesoythe, Germany), following the protocols supplied by 8 
the manufacturers. Each determination was performed in triplicate, and the mean and standard 9 
deviations are shown. 10 
 11 
Statistical Analysis 12 
 Statistical analysis was performed using the SPSS-PC 17.0 Software (SPSS Inc., 13 
Chicago, Illinois, USA). Data were subjected to a one-way ANOVA, and where appropriate, the 14 
least significant difference test (LSD) was used for comparison of the means. 15 
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RESULTS 1 
LAB strains characterization and EPS production 2 
Three LAB strains isolated from cider were investigated in this study with the aim to identify 3 
potential probiotic bacteria which synthesize (1,3)-β-D-glucans. They exhibited a ropy 4 
phenotype when cultured in MRS broth, suggesting that they were exopolysaccharide producers. 5 
Identification by 16S RNA sequencing showed that they belong to the species P. parvulus 6 
(strains CUPV1, CUPV22) and L. suebicus (CUPV221). The GTF glycosyltransferase 7 
implicated in the synthesis of a 2-substituted (1,3)-β-D-glucan by P. parvulus 2.6 is encoded by 8 
the gft gene (40) and we had previously developed a PCR method for detection of this gene (39). 9 
Using this method gtf was detected in the genomes of the three EPS producing strains by PCR 10 
amplification of a 417 bp DNA with specific primers (result not shown). Sequencing the 1704 nt 11 
of the amplified genes revealed that the genes from CUPV1 and CUPV22 differed in only three 12 
nucleotides from the gene of CUPV221. Comparison of the deduced amino acid sequences of 13 
their encoded GTF glycosyltransferases by use of the Blast program (NCBI, USA) showed that 14 
the enzyme of CUPV221 only deviated by two amino acids (A91V and L126I) from that of P. 15 
parvulus 2.6 (39). Moreover, the enzyme of P. parvulus 2.6 deviated in one amino acid (A489T) 16 
from those of the P. parvulus CUPV1 and CUPV22 strains. This close homology, and the ropy 17 
phenotype, suggested that these strains were 2-substituted (1,3)-β-D-glucan producers. In 18 
addition, the GTF glycosyltransferase encoded by the gtf gene is a membrane-bound protein 19 
(40), which belongs to the glycosyltransferase superfamily A (cl11394 in CDD data base of 20 
NCBI). This superfamily includes diverse families of glycosyl transferases with a common GT-21 
A type structural fold. Therefore, alignment of the GTF glycosyltransferase amino acid sequence 22 
of the EPS-producing strains with the members of the superfamily revealed that the homology 23 
expanded from 109 to 354 amino acids, thus positioning mutations L126I within the homology 24 
region and revealing that it is located in the active site of the enzyme proximal to the DXD motif 25 
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(amino acids 198-200 in GTF), which is the putative metal ion binding site that is used to 1 
coordinate the phosphates of the NDP-sugar in the active center. Moreover, analysis of the GTFs 2 
with the TMpred program (http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html) revealed 3 
that mutation A489T is positioned in the loop located between the fifth and the six 4 
transmembrane helices of the GTF glycosyltransferase and that none of the other two mutations 5 
are included in transmembrane regions. These results indicate that A91V and A489T could be 6 
neutral mutations for the enzyme activity, whereas L126I could indeed alter it and could be 7 
responsible for the low molecular mass detected for the EPS synthesized by L. suebicus 8 
CUPV221 strain. 9 
Since we have detected that P. parvulus 2.6 is able to synthesize β-D-glucan using 10 
glucose as carbon source (34), the EPS producing ability of the three LAB strains was analyzed 11 
during growth in semi-defined media supplemented with this sugar (Fig. 1). The three strains 12 
were able to produce and release EPS into the growth media, at final levels between 137 to 180 13 
mg L-1. All the strains synthesized EPS during the exponential phase of growth, though the 14 
pattern of production and secretion differed between the Pedioccus and Lactobacillus strains in 15 
the stationary phase. In Pediococcus CUPV1, EPS increased up to 123 mg L-1 in the early 16 
stationary phase (60 hours) with only a moderate increase up to 167 mg L-1 after 181 hours of 17 
growth (Fig. 1 A). Similarly, Pediococcus CUPV22 had produced 159 mg L-1 at the entrance 18 
into stationary phase (60 hours) with only a slow increase to 179 mg L-1 after 181 hours of 19 
growth (Fig. 1 B). By contrast, in the Lactobacillus strain, there was a markedly slower rate of 20 
EPS production during the exponential growth phase, reaching a peak of 48 mg L-1 in early 21 
stationary phase which remained constant until a late, sharp increase to 137 mg L-1 at 181 hours 22 
(Fig. 1C). In addition, production of EPS and viscosity increases of the growth media were 23 
statistically correlated (P< 0.001) for each strain (Fig. 1), with R2 of 0.792, 0.933 and 0.952 for 24 
CUPV 1, CUPV22 and CUPV221, respectively. Production of EPS by the three strains 25 
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correlated with an increase of the viscosity of the growth media (Fig. 1). Moreover, after 181 1 
hours of incubation CUPV22 and CUPV221 had produced similar levels of EPS (about 150 mg 2 
L-1), which resulted, in both cases, in an increase of viscosity of approximately 4 mm seg-1. 3 
However, under the same growth conditions as used for P. parvulus CUPV22, P. parvulus 4 
CUPV1 produced 167 mg L-1 of EPS though surprisingly the viscosity increase of 1.5 mm2 seg-1 5 
was significantly lower (P <0.001). This difference in viscosity could have been due to 6 
differences in the structure or the molecular mass of the polymers synthesized by the different 7 
strains, and therefore this hypothesis was further investigated. 8 
 9 
EPS characterization 10 
Structural characterization of the three exopolysaccharides was performed by 1H and 2D-11 
COSY NMR analysis. The chemical shifts for the 1H resonances of the two exopolysaccharides 12 
from P. parvulus CUPV1 and CUPV22 strains were identical to those of the P. parvulus 2.6 EPS 13 
(Fig. 2). However, the identity of the EPS from L. suebicus CUPV221 could not be established, 14 
due to the low resolution of the anomeric proton region. Therefore, the three polysaccharides 15 
were subjected to 2D-COSY NMR analysis (Fig. 2) which revealed that they possessed a 16 
primary structure constituted by a trisaccharide repeating unit, with two (1,3)-β linked glucose 17 
residues in the main chain, one of which is substituted in position 2 by a terminal glucose 18 
residue, and therefore were indeed identical to that obtained from P. parvulus 2.6 (8 and Fig. 2). 19 
Molecular weight determination of the 2-substituted (1,3)-β-D-glucans was carried out by size 20 
exclusion chromatography, using dextrans of known molecular weight as standards. Beside a 21 
minor fraction with a molecular mass below the smallest 10 kDa dextran standard (data not 22 
shown), two main fractions were detected for the polymers of the three strains (Fig. 3). The 23 
higher molecular mass fraction of the β-D-glucan was the more abundant for P. parvulus CUPV1 24 
(10.24 x 106 Da) and P. parvulus CUPV22 (10.47 x 106 Da), constituting respectively the 96% 25 
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and 92% of the total polymer population. By contrast, the lower molecular mass polymer 1 
fraction (ranging from 25 to 40 x 103 Da) was a minority for these strains, but constituted 88% of 2 
the EPS produced by L. suebicus CUPV221. Interestingly, these and the above results (Fig. 1C) 3 
indicate that the lower molecular mass polymer can confer a substantial viscosity to the growth 4 
media. Moreover, they also indicated that the different viscosities of the two Pediococcus 5 
cultures were not attributable to differences in the primary structure or molecular mass of the 6 
EPS. 7 
 8 
Characterization of probiotic properties 9 
The tolerance to the digestive tract stress of the three β-glucan producing strains was 10 
investigated in a simulated gastrointestinal tract model. Bacterial suspensions in acidified 11 
skimmed-milk (pH 4.6) were incubated in conditions that simulated the major factors influencing 12 
the survival of the ingested microorganisms during their passage through the gastrointestinal 13 
tract. Several relevant factors were considered: the effect of lysozyme as well as pepsin at the pH 14 
values of stomach (pHs 5.0, 4.0, 3.1, 2.0 and 1.8) under digestion conditions (gastric stress), and 15 
the further action of bile salts and pancreatin (gastrointestinal stress). Assays were performed in 16 
skimmed-milk for two reasons, as i) fermented milks and yoghurt are widely used vehicles for 17 
delivering probiotic bacteria, and ii) it has been previously described that skimmed-milk 18 
enhanced the gastric stress tolerance of LAB strains (2). The survival of the three strains was 19 
mainly affected during exposure to saliva and gastric conditions (Fig. 4). After exposure to pH 20 
5.0 (G pH 5.0 in Fig. 4), the three strains showed a reduction of the viability, though with still a 21 
23% to 30% of cell survival. Treatments at lower pHs caused a progressive reduction of P. 22 
parvulus CUPV1 cell viability which dropped below the detection limits (1x105 cfu mL-1) at pH 23 
2.1 (Fig. 4A, G pH 2.1), although the strain still exhibited a 1.6% cell survival after exposure to 24 
pH 3.1 (Fig. 4A, G pH 3.1). This tolerance to acidic stress was more pronounced for the two 25 
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other strains. Survival of P. parvulus CUPV22 remained at around 30% of cell viability after 1 
exposure to pHs from 5.0 to 3.1 (Fig. 4B), but dropped below the detection limit at more acidic 2 
pHs. L. suebicus CUPV221 was significantly more resistant to the gastric acidic stress (P <0.05) 3 
and 11% cell survival was still detected at pH 1.8 (Fig. 4C), this viability being similar to that 4 
previously detected for the Bifidobacterium animalis sups. lactis BB-12 probiotic strain (12). To 5 
evaluate the tolerance of the strains to intestinal conditions, G pH 5 samples were incubated in 6 
the presence of bile salts and pancreatin at pH 6.5 (GI pH 5.0 in Fig. 4). Under these conditions, 7 
cell viability of the three strains was not further affected. 8 
In addition, the ability of the strains to attach to epithelial intestinal cells was 9 
investigated using the Caco-2 cell line as an in vitro model of the colonic epithelium. It was 10 
found that the presence of the three test bacterial strains had no deleterious effect on the Caco-2 11 
cells, as assessed by Neubauer-counting at the end of the adhesion assay. The number of 12 
epithelial cells present in the untreated control sample 1.72x105+2.12x104 cells mL-1 was similar 13 
to that detected in presence of P. parvulus CUPV1 (1.76x105+1.59x104), P. parvulus CUPV22 14 
(1.99x105+4.7x104) and L. suebicus CUPV221 (1.43x105+1.06x104). As shown in Figure 5, the 15 
adherence to Caco-2 cells varied with P. parvulus CUPV22 presenting the highest level of 16 
adhesion. In order to test the contribution of the β-glucan to the adhesion capability, an 17 
additional assay was performed with P. parvulus CUPV22, after washing the bacterial cells with 18 
PBS with the aim to remove the β-glucan attached to the cell surface (P. parvulus CUPV22* 19 
sub-population). Analysis of the washed bacteria by electron microscopy (insets in Fig. 5) 20 
revealed that indeed this treatment had removed the EPS. Moreover, it provoked a sharp 21 
decrease in the adhesion capability of the strain to Caco-2 cells from 10.5 % to the 1.2% level for 22 
the CUPV22* sub-population, Thus, these results support a contribution of the EPS in bacterial 23 
adhesion to epithelial cells. 24 
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The adhesion level of P. parvulus CUPV22 was significant higher (P <0.05) than the 1 
Lactobacillus acidophilus LA-5 (5.5%) and Bifidobacterium animalis subps. lactis BB-12 2 
(1.2%) probiotic strains (Fig. 5), while L. suebicus showed a higher level than that found for 3 
Bifidobacterium animalis subps. lactis BB-12 (P <0.05) and similar to that of L. acidophilus. 4 
Therefore, the immunomodulatory capacity of these two strains was evaluated by 5 
determining their ability to modulate cytokine production by GM-CSF-driven pro-inflammatory 6 
M1 macrophages and M-CSF-driven anti-inflammatory macrophages (36) Both bacterial strains 7 
triggered production of IL-6, IL-8 and TNFα pro-inflammatory cytokines from M1 macrophages 8 
(Fig. 6). By contrast, IL-10 production was only induced by strain CUPV22 in both types of 9 
macrophages (P <0.05; Fig. 6). Thus, P. parvulus CUPV22 and L. suebicus CUPV221 induce a 10 
distinct cytokine profile upon contact with macrophages and, consequently, differentially 11 
promote human macrophage activation. 12 
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DISCUSSION 1 
Currently, the development of new probiotic strains aims at more active beneficial 2 
organisms (28). In this research line the (1,3)-β-D-glucans are attracting an increasing attention 3 
of the pharmaceutical and functional food industries, because of their positive effects on human 4 
and animal health, such as immune stimulation, anti-inflammatory or cholesterol-lowering 5 
activity (15, 41). Human trials of an oat-based food elaborated with the (1,3)-β-D-glucan 6 
producer P. parvulus 2.6 resulted in a decrease of the serum cholesterol levels and increased 7 
counts of faecal Bifidobacterium ssp. (22). It has also been reported that a P. parvulus 2.6 8 
fermented oat fiber concentrate provoked changes in SCFA formation in the caecum, distal colon 9 
and faeces of rats, which may be positive towards maintaining colonic health (17). Thus, the 10 
(1,3)-β-D-glucan producing Pediococccus and Lactobacillus strains reported here could be 11 
potential probiotic strains, useful for elaboration of functional foods.  12 
With this aim we have here identified three lactic acid bacteria: P. parvulus CUPV1, P. 13 
parvulus CUPV22 and L. suebicus CUPV221, which produce high levels (Fig. 1) of the same 2-14 
substituted (1,3)-β-D-glucan as P. parvulus 2.6 (Fig. 2 and 8), Pediococcus sp. (20), L. 15 
diolivorans (9) and O. oeni (6,14) isolated from ropy cider and wine. The analysis of these 16 
strains for gastrointestinal stress tolerance (Fig. 4) and capacity for adhesion to epithelial cell 17 
(Fig. 5) revealed a differential behavior among them, but a similar high resistance to intestinal 18 
stress. P. parvulus CUPV1 showed the highest sensitivity to gastric stress (reduction of viability 19 
of 98.4% at pH 3.1) and the lowest adherence to Caco-2 cells (0.5%). By contrast, P. parvulus 20 
CUPV22 displayed a survival of 29% after exposure to gastric stress at pH 3.1, higher than that 21 
previously detected for P. parvulus 2.6 (10%) (13). Moreover, 11% of the L. suebicus CUPV221 22 
population survived to the more extreme condition (pH 1.8) of the gastric pH gradient. In 23 
addition, P. parvulus CUPV22 showed a high level of adherence to Caco-2 cells (10.5%). This 24 
level was similar to that reported for the probiotic L. rhamnosus GG (9.7%) (31), but higher than 25 
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that detected for P. parvulus 2.6 (6.1%) (13) and for the probiotic L. acidophilus LA-5 (5.5%) 1 
detected in this work (Fig. 5). The EPS which is attached and surrounding the strain of P. 2 
parvulus CUPV22, as was seen in electronic microscopy pictures (inset in Fig. 5), could improve 3 
its adhesion to the epithelial cells by attaching to the adhesion receptors of these cells, as 4 
postulated by Ruas-Madiedo et al. (26). Corroborating this hypothesis, the high adherence of P. 5 
parvulus CUPV22 to colon epithelial cells decreased to 1.2%, when the (1,3)-β-D-glucan 6 
attached to its surface was removed by washing. This correlates with the fact that removal of the 7 
P. parvulus 2.6 EPS reduced its adherence to Caco-2 cells to levels closer to that of its isogenic 8 
strain, which does not produce the (1,3)-β-D-glucan (13), This and the results of Dols-Lafargue 9 
et al. (6) showing the contribution of 2-substituted (1,3)-β-D-glucan on biofilm formation by 10 
LAB, support that this biopolymer could play an important role in cellular recognition and 11 
intestinal colonization by LAB strains. 12 
In addition, L. suebicus CUPV221 showed levels of adherence to Caco-2 cells (3.2%) 13 
superior to that of the probiotic Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 (1.8%) (Fig. 5). 14 
Moreover, the strain displayed a resistance to the gastrointestinal stress comparable to that of P. 15 
parvulus CUPV22. The above results indicated that a significant fraction of P. parvulus 16 
CUPV22 and L. suebicus CUPV221 should survive the passage through the digestive tract and to 17 
adhere to the intestinal mucosa. It has been demonstrated that adherent LAB strains are able to 18 
protect intestinal cells from infection by pathogenic bacteria (25) and they could act as 19 
immunomodulatory agents in the human colon. Considering the potential immunomodulatory 20 
effect of strains P. parvulus CUPV22 and L. suebicus CUPV221, it is worth noting that, although 21 
their ability to trigger pro-inflammatory cytokine production in human macrophages was roughly 22 
similar, only strain L. suebicus CUPV221 promoted the release of IL-10. This effect was 23 
observed using both pro-inflammatory M1 and anti-inflammatory M2 macrophages (36). It is 24 
well recognized that the anti-inflammatory cytokine IL-10 has a critical role in the regulation of 25 
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the immunity against infections and the resolution of inflammatory responses, by virtue of its 1 
capacity to down-modulate the activity of the immune cells that cause tissue damage during 2 
pathogen clearance and inflammation (3). IL-10 action is primarily due to a direct effect on 3 
monocytes and macrophages, where it limits the production of pro-inflammatory cytokines 4 
(including IL-1, IL-6, IL-12 and TNFα) (23). Therefore, the ability of strains CUPV22 and 5 
CUPV221 to induce the expression of IL-10 by macrophages may be indicative of an ability to 6 
limit tissue damage. In this regard, given its higher IL-10-inducing capacity, strain L. suebicus 7 
CUPV221 would be better suited for favoring resolution of inflammation and maintenance of 8 
tissue homeostasis, two effects that would be compatible with a probiotic action. To our 9 
knowledge this is the first instance of a L. suebicus strain with potentially beneficial 10 
immunomodulatory properties. The above results suggest that both strains are potential 11 
probiotics that could be used for elaboration of functional foods.  12 
Apart from interest in their therapeutic properties, (1,3)-β-D-glucans have been 13 
extensively studied due to their physicochemical properties, especially gelling capability, which 14 
has led to their extensive use in food applications. In this context, the use of the (1,3)-β-D-glucan 15 
of P. parvulus 2.6 as a biothickener has been proved (34). For this reason, the increase in 16 
viscosity of the culture supernatants provoked by the three selected strains has been determined 17 
in this work. All three strains were able to produce significant levels (137-180 mg L-1) of the 18 
EPS during growth in semi-defined medium (Fig. 1). β-glucan production by the Pediococcus 19 
strains starts during exponential growth phase, as has been demonstrated for other 2-substituted 20 
(1,3)-β-D-glucan producers, such as P. parvulus 2.6 (33) and P. damnosus IOEB8801 (37). By 21 
contrast, L. suebicus CUPV221 produced the EPS during the stationary phase, which could be 22 
advantageous for its use as a co-adjuvant during fermentations. 23 
The β-glucan of P. parvulus CUPV22 and L. suebicus CUPV221 conferred high 24 
viscosity to the broth (4 mm2 seg-1), whereas P. parvulus CUPV1 only provoked a moderate 25 
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increase of viscosity of 1.5 mm seg-1 (Fig. 1). The molecular mass analysis of the β-glucans (Fig. 1 
3) showed that for P. parvulus CUPV22, the crude EPS was mainly composed of a high 2 
molecular mass polymer. This result could reveal a relationship between the presence of an 3 
elevated proportion of the high molecular mass fraction in the EPS and a significant thickening 4 
ability. However, the major fraction of the β-glucan from L. suebicus CUPV221 had low 5 
molecular weight, which may be related to the genetic changes in the inferred catalytic site (see 6 
Results). Thus, both high and low molecular mass fractions provoked a similar viscosity 7 
enhancement. These results are in agreement with that reported by Petry et al. (24), who found 8 
no direct correlation between the amounts of EPS produced, the molecular mass ratio of EPS 9 
fractions and the rheological properties of fermented milk. These observations suggest that other 10 
factors such as EPS conformation or interactions between EPS and growth media microstructure, 11 
could also affect the rheological features of the fermented media (32).Nevertheless, the overall 12 
results indicate that P. parvulus CUPV22 and L. suebicus CUPV221 have potential as probiotic 13 
strains, and that their polymers may have utility as viscosifiers of fermented foods, which would 14 
be an added value for functional products.  15 
In order to detect the potential raw materials to be fermented by each strain, the 16 
carbohydrate consumption profile has been analyzed in this work (results not shown). The two 17 
strains as well as P. parvulus CUPV1 were able to grow on, and ferment, glucose, fructose, 18 
galactose and trehalose, making them suitable for use in dairy products. Interestingly, the two P. 19 
parvulus strains were also able to ferment maltose, a disaccharide present in oat and other 20 
cereals, which indicates a potential to be used as starter or coadjuvants cultures in non-dairy 21 
product fermentations. 22 
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LEGENDS TO THE FIGURES 1 
Figure 1. Analysis of EPS production by LAB. Growth of the indicated EPS-producing LAB 2 
in semi-defined medium was followed by OD measurements (left panels). Their EPS production 3 
(white rectangles) and the viscosity increases of culture medium (grey rectangles) are depicted in 4 
the right panels. The determinations were performed in duplicate and experiments were 5 
conducted in triplicate and the mean and standard deviations are shown. *The ratio viscosity/EPS 6 
at 181 hours for strain CUPV1 showed a significant difference (P<0.001) with the ratios detected 7 
with strains CUPV22 and CUPV 221. 8 
 9 
Figure 2. Analysis of the structure of EPS. 500 MHz 1H NMR spectra of the polymers 10 
synthesized by the indicated strains were recorded in D2O at 30ºC and the 500 MHz 2D 11 
homonuclear proton double-band filtered correlation spectrum (DBF-COSY) was obtained by 12 
double band selective excitation of the 3-5 ppm region. Couplings between anomeric protons and 13 
C2 protons (H1C/H2C, H1B/H2B y H1A/H2A) of the 2-substituted (1,3)-β-D-glucan from P. 14 
parvulus 2.6 are boxed. 15 
 16 
Figure 3. Determination of the molecular mass of EPS. Size exclusion HPLC chromatograms 17 
of the β-glucans synthesized by P. parvulus CUPV1 (grey line), P. parvulus CUPV22 (dashed 18 
line) or L. suebicus CUPV221 (solid line) are depicted. 19 
 20 
Figure 4. Analysis of cell survival after gastric (G) and gastrointestinal (GI) stresses. The 21 
indicated bacterial strains were untreated (C) or subjected to various G or GI stresses as 22 
described in the text.  Cell viability was analyzed by measurement of green and red fluorescence 23 
after appropriate staining. The determinations were performed in duplicate and the values are the 24 
mean of three independent experiments performed with three different cultures of each bacterium 25 
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and are expressed as a percentage of control. 100% control values of the green/red fluorescence 1 
ratio for untreated P. parvulus CUPV1, P. parvulus CUPV22 and L. suebicus CUPV221 were 2 
respectively 7.3, 10.8 and 9.5 which corresponded to 2.2x108, 2.3x108 and 8x107 cfu mL-1.  3 
* P <0.01 compared with P. parvulus CUPV 22 and L. suebicus CUPV221. **P <0.05 compared 4 
with the P. parvulus CUPV1 and CUPV22 strains. 5 
 6 
Figure 5. Adhesion of bacterial strains to Caco-2 cells after infection with ten bacteria per 7 
epithelial cell. Adhesion levels are expressed as the percentage of the total number of bacteria 8 
(adhered plus unadhered) detected after exposure for 1 hour to Caco-2 cells. Each adhesion assay 9 
was conducted in triplicate. The values are the mean of three independent experiments 10 
performed with three different cultures of each bacterium and each experiment with a different 11 
Caco-2 culture, and for each of them, three independent determinations were performed.  12 
** P <0.05 compared with L. acidophilus La-5 and B. animalis BB-12; * P <0.05 compared with 13 
B. animalis BB-12. The two insets show electron micrographs of P. parvulus CUPV22 cultures 14 
unwashed (CUPV22) or washed with PBS (CUPV22*) prior to the adhesion experiments.  15 
 16 
Figure 6. Cytokine response of macrophages to P. parvulus CUPV22 and L. suebicus 17 
CUPV221 strains M1 and M2 macrophages were either untreated (Basal 18h) or stimulated 18 
with LPS from Escherichia coli 055:B5 at 10 ng mL-1 or the indicated LAB strains. The levels of 19 
IL-6 (A), IL-8 (B), TNFα (C) and IL-10 (D) released were determined. Each determination was 20 
performed in triplicate and the mean and standard deviations are shown. * P <0.05 comparison 21 
with P. parvulus CUPV22.  22 
 23 
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